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1 Abkürzungen
% als Konzentrationsangabe: g / 100 ml
α-MHC α Isoform der schweren Kette des Myosins, engl.: α-Myosin Heavy Chain








ccH2O Zellkulturwasser, engl.: cell culture water
cDNA komplementäre DNA, engl.: complementary DNA
CPM Ausschläge pro Minute, engl.: counts per minute
Cy5 Indodicarbocyanin (Cy-5) phospharamidit
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytosintriphosphat








FCS Fötales Kalbserum, engl.: fetal calve serum
FHC familiäre Form der Hypertrophischen Kardiomyopathie
G Guanin
h Stunde
HGG Helios Gene Gun (BioRad)






lacZ Gen, welches für das Enzym β-Galaktosidase codiert
M Molar
MCS Multiple Klonierungsstelle, engl.: multiple cloning site
min Minute
MOPS 3-(N-morpholino)propansulfidsäure
mRNA Boten-Ribonukleinsäure, engl.: messenger RNA
NBS Neugeborenes Kälberserum, engl.: new born calve serum
ng Nanogramm
PCR Polymerase Kettenreaktion, engl.: polymerase chain reaction
PVP Polyvinylpyrolidon
PAA Polyacrylamid




RT-PCR PCR mit vorangegangener reverser Transkription
RNA Ribonukleinsäure
rtTA reverser Tetrazyklintransaktivator
















Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit ist die familiäre Form der dominant erblichen
hyperthrophischen Kardiomyopathie (FHC), eine Herzkrankheit, die unter anderem zu einer
asymmetrischen Hypertrophie, unregelmäßiger Anordnung der Kardiozyten und zu erhöhter,
interstitieller Ablagerung von Kollagen im Herzen führt.  Sie ist assoziiert mit einem relativ
hohen Risiko für einen plötzlichen Herztod. Als Ursachen wurden ca. 160 Mutationen in bisher
zehn verschiedenen Genen nachgewiesen, von denen neun für Herzmuskelproteine (β-Myosin
Schwere Kette, Myosinbindungsprotein C, Troponin T, Troponin I, Troponin C, α-Tropomyosin,
regulatorische und essentielle leichte Kette des β-Myosins und α-Actin) kodieren (Vosberg,
1998a, 1998b; Redwood et al., 1999). Kürzlich wurden Mutationen in einem Gen, welches für
eine AMP-abhängige Proteinkinase (PRKAG2) codiert, auf Chromosom 7 identifiziert, die mit
FHC und dem Wolff-Parkinson-White Syndrom assoziiert sind (Lang et al., 2000; Gollob et al.,
2001). Am häufigsten betroffen mit etwa 30 % aller bekannten Mutationen ist das
ventrikelspezifische β-Myosin schwere Kette (β-MHC).
Die pathogenen Mechanismen dieser Krankheit sind noch teilweise unbekannt bzw.
umstritten. Eine Hypothese ist, dass eine Mutation zu Proteinverlust führt. Das mutierte Produkt
könnte entweder gar nicht oder als inaktives Fragment entstehen, welches schnell wieder
abgebaut wird. In beiden Fällen wäre das mutierte Gen ein Nullallel und die gestörte
Gesamtaktivität des Herzmuskels wäre die Folge eines Mangels an Genprodukten, die sog.
Haploinsuffizienz. Eine asymtomatische, japanische Familie mit einem Nullallel (Nishi et al.,
1992) spricht jedoch gegen diese Vermutung. Eine alternative Erklärung ist der sog. „poison
polypeptide“-Mechanismus, d.h. dysfunktionale Proteine sind vorhanden und werden in die
Actin- und Myosinfilamente integriert. So kann die Anwesenheit der mutierten Proteine eine
Fehlfunktion des gesamten Proteinkomplexes zur Folge haben. Für diesen pathogenen Verlauf
spricht, dass mutiertes β-Myosin in Muskelgewebe nachgewiesen wurde und in vitro veränderte
Kontraktions- oder Motilitätseigenschaften besaß (Lankford et al., 1995). Dieser dominant-
negative Effekt eines mutierten Proteins wurde auch im Zusammenhang mit einer Troponin-T-
Mutation (mit Verlust des C-Terminus dieses Proteins) beobachtet (Watkins et al., 1996).
Die durch eine Mutation verursachten funktionalen Beeinträchtigungen des kontraktilen
Apparates im Herzen führen möglicherweise dann über einen gestörten Kalziumhaushalt
(Seidman et al., 2001) zu den typischen Symptomen der hypertrophischen Kardiomyopathie. Die
Hypertrophie ist vermutlich eine Kompensationsreaktion der Zellen zum Ausgleich leichter
Leistungsdefizite bei der Kontraktion (Vosberg et al., 1998a). Die bekannten zytologischen und-6-
sonstigen Änderungen im Myokard scheinen sich also erst sekundär zu entwickeln und somit die
Bedingungen für den klinischen Verlauf dieser Krankheit zu schaffen. Neue Arbeiten zeigen
ferner, dass ein gestörter ATP-Stoffwechsel der Herzmuskelzellen mit einer linksventrikulären
Hyperthrophie in Verbindung gebracht werden kann (Blair et al., 2001; Gollob et al., 2001).
Diese Doktorarbeit ist Teil eines Projekts, dessen Ziel es ist, ein transgenes Mausmodell
für eine Mutation (Deletion von GGA im Codon 927/928 des β-MHC Gens, im weiteren Verlauf
als ∆E927 bezeichnet), die als Ursache einer schweren Form der FHC in einer indischen Familie
identifiziert wurde (Waldmüller et al., 1999; Sakthivel et al., 2001), zu etablieren und so die
Pathogenese dieser Krankheit zu erforschen.
Das Etablieren von transgenen Mausmodellen der FHC ist nicht neu. Dabei werden zwei
unterschiedliche Techniken angewendet. Beim gene targeting  werden endogene DNA-
Sequenzen anhand homologer Rekombination durch exogen präparierte DNA an den
betreffenden Stellen des Genoms ersetzt. Die Vorteile dieser Technik liegen in der genau
definierten Position der Integration des Trangens in das Genom der Maus. Dies führt dazu, dass
die Expression des Transgens der Kontrolle des entsprechenden, endogenen Promotors
unterliegt. Ferner wird eine physiologisch relevantes Expressionsniveau gewährleistet.
Außerdem ist die Anzahl integrierter Kopien in die endogene DNA bekannt. Diese Technik ist
sehr zeitaufwendig und kann Monate bis Jahre in Anspruch nehmen. Das führt zu hohen Kosten.
Ein Beispiel für die Anwendung dieser Technik im Zusammenhang mit FHC ist die Einführung
einer Mutation in das endogene α-Myosin (α-MHC
403/+; Arg403Gln) in Mäusen (Geisterfer-
Lowrance et al., 1996). Für diese Mutation homozygote Mäuse starben 7 Tage nach der Geburt,
während heterozygote Mäuse ein Jahr überlebten und typische Symptome wie Verlust normaler
Gewebsstruktur („disarray“), Hypertrophie und Fibrose der FHC zeigten. Ferner wurden
Leistungsdefizite unter körperlicher Belastung (Schwimmversuche) der FHC-Mäuse beobachtet.
Der überwiegende Teil transgener Mausmodelle der FHC basiert auf der Technik der
Transgenese, bei der durch Mikroinjektionen von gereinigter DNA in befruchtete Eizellen
(Pronucleus) transgene Mauslinien kreiert werden (Gordon et al., 1980). Diese Methode führt
jedoch zu einer willkürlichen Integration in nicht kontrollierbarer Kopienzahl des Transgens in
das Genom der Maus. Da die homologen Sequenzen nicht wie beim gene targeting (s.o.) durch
die exogene DNA ersetzt werden, wird die Expression des Transgens der endogenen Expression
sozusagen hinzugefügt. Um den erwünschten Phänotyp bzw. eine physiologisch relevante
Antwort transgener Expression zu erhalten, muss die endogene von der transgenen Expression
dominiert werden. Die Expression integrierter DNA ist abhängig von der Kopienzahl und kann
durch die Position der Integration stark beeinflusst werden. Da die verwendeten Transgene zu
Veränderungen in Form einer ausgedehnten internen Deletion in Kombination mit einer-7-
partiellen, nichthomologen Insertion führen, sind solche transgenen Mäuse als Modell der
humanen FHC mit Vorbehalt zu betrachten (Vosberg et al., 1998b). Da die Technik der
Transgenese jedoch weniger zeitaufwendig und kostengünstiger ist als das gene targeting, wird
sie häufiger angewandt. Außerdem kann Transgenese  auch bei größeren Versuchstieren
angewendet werden (Mullins et al., 1996). Eine Reihe von transgenen Mausmodellen der FHC
wurde durch Transgenese hergestellt Zum Beispiel wurden transgene Mäuse mit einem α-MHC
Gen, welchem durch eine Deletion 26 Aminosäuren (Bindungsstellen für die essentiellen
leichten α-Myosinsketten) fehlten, etabliert (Welikson et al., 1999). Es konnte gezeigt werden,
dass die daraus resultierende beeinträchtigte Kraftübertragung der Myosinfilamente FHC
verursachte. Durch ein mutiertes Gen des Myosinbindungsproteins C, dem die Sequenzen für die
Titin- und Myosinbindungsstellen (Domäne C6-C10) fehlten, wurden transgene Mäuse erzeugt,
deren milder pathogener Phänotyp dem der betroffenen FHC-Familien mit analogen Mutationen
sehr ähnelt (Yang et al., 1998). In einem weiteren transgenen Tiermodellexperiment der FHC
wurden modifizierte α-Myosin Gene (Mutation in Codon 403, Arg->Gln) in Zygoten injeziert
(Vikstrom et al., 1996). Weitere transgene Mausmodelle der FHC wurden unter Verwendung
mutierter Sequenzen des Gens für Troponin-T oder α-Tropomyosin (Tardiff et al., 1998, 1999;
Prabhakar et al., 2001) erzeugt. Die erwähnten Modelle sind nur einige Beispiele der bis zu
diesem Zeitpunkt durchgeführten Manipulation des Mausgenoms im Zusammenhang mit FHC.
Im Gegensatz zu schon etablierten transgenen Mausmodellen sind wir daran interessiert,
nicht nur ein die Krankheit verursachendes Gen in das Mausgenom zu integrieren, sondern
dessen Expression auch zu kontrollieren. Da der Zeitpunkt der Repression und Aktivierung von
Genen ein kritischer Faktor bei der Ausbildung des Phänotyps ist, spielt die Regulierung des
zeitlichen Profils von Transgenen eine wichtige Rolle in der experimentellen Forschung (Yu et
al., 1996). Das An- und Ausschalten von transgener Expression hilft, die Charakteristik und den
zeitlichen Verlauf phänotypischer Konsequenzen von exogenen Proteinen zu untersuchen. Da
man mit dem Einsatz eines kontrollierbaren Transgens die Expression des exogenen Proteins erst
postnatal induzieren kann, ist es zusätzlich möglich, embryonale Letalität zu vermeiden (Mills,
2001).
Schon länger war man deshalb auf der Suche nach solchen induzierbaren, experimentellen
Systemen. Als zunächst vielversprechend erwiesen sich induzierbare Promotoren wie z.B. der
glucocorticoid-responsive mouse mammary tumor virus long-terminal-repeat, der Interferon
induzierbare Mx1 Promotor oder der Schwermetall-induzierbare methallothionin Promotor
(Ringold, 1983, Kühn et al. 1995, Palmiter et al., 1983). Obwohl diese Promotoren in der-8-
experimentellen Praxis leicht zu handhaben sind, sind sie nicht auf die Kontrolle der Transgene
beschränkt, sondern beeinflussen zusätzlich die Expression endogener Proteine.
Um eine transgenspezifische Kontrolle zu erreichen, wurden eine Reihe transkriptionaler
Regulationssysteme für Wirbeltierzellen und transgene Tiere entwickelt, welche aus gut
beschriebenen prokaryotischen Einheiten, gesteuert durch Repressor/Operator-
Wechselwirkungen, bestehen. Ein Beispiel dieser Kontrollsysteme ist der lac Repressor von E.
coli, der als Transkriptionsfaktor für Transgene dienen kann, welche einen Promotor mit
integriertem lac Operator enthalten (Hall et al., 1983; Brown et al., 1987; Figge et al., 1988;
Deuschle et al., 1989, 1990; Cronin et al., 2001).
Eine weitere Methode der kontrollierten Transgenexpression ist das Tetrazyklin-
Repressor/Operator System (tetR/tetO-System) von E. coli. Dieses System ist für eukaryotische
Zellen geeignet, wie zunächst an Pflanzen (Gatz und Quail, 1988; Gatz et al., 1991) und später
auch in dem Schimmelpilz Dictyostelium discoideum (Dingermann et al., 1992) gezeigt werden
konnte. Im tetR/tetO-System kommen regulatorische Elemente aus dem tet-Resistenzoperon von
E. coli aus dem Transposon Tn10 zur Anwendung (Hillen und Berens, 1994).
Für die Anwendung dieses Kontrollsystems in Säugerzellen wurde der
Tetrazyklinrepressor (tetR) mit einem viralen Transkriptionsfaktor zu einem Transaktivator
(tTA) verschmolzen, welcher den humanen Cytomegaloviruspromoter (hCMV Promotor)
aktiviert und die Transkription des Transgens startet (Weinmann et al., 1994). In der
Anwesenheit von Tetrazyklin (tet) bindet der tTA nicht an den Tetrazyklinoperator (tetO) und
die Transkription des Transgens wird unterdrückt. In Abwesenheit von tet bindet der tTA an den
tetO und das Transgen wird exprimiert. Nachteile dieses Systems sind die potentiell toxischen
Effekte des tTA auf das transgene Tier, besonders während der Embryogenese (Baron et al.,
1997). Zusätzlich kann es aufgrund des viralen Ursprungs des hCMV Promotors zu
unspezifischer Expression von Genen in der Nähe des Promotors kommen (Furth et al., 1991).
Die viralen Elemente dieses Systems führen außerdem zu einer sehr heterogenen Expression im
Zielgewebe (Redfern et al., 1999). Die permanente Zugabe von tet, welche zur Unterdrückung
der Expression des Transgens benötigt wird, kann sich negativ auf den immunologischen Status
des Tieres, besonders pränatal, auswirken. Zusätzlich führt die ständige Verabreichung von tet zu
hohen Gewebekonzentrationen im Organismus der Maus und nach dem Absetzen kann es
mehrere Tage dauern, bis der tTA die Expression des Transgens aktiviert (Urban, MPI Bad
Nauheim, pers. Mit.). Dieses Problem wurde dadurch vermieden, dass ein reverser tTA (rtTA)
entwickelt wurde, der erst in Gegenwart von tet aktiv ist (Gossen et al., 1995). Jedoch verbleiben
die toxischen und anderen negativen Nebeneffekte des tTA- und des rtTA-Systems.-9-
Um die Nachteile zu umgehen sollte die Expressionskontrolle nicht auf einen viralen
Transaktivator angewiesen sein und ohne eine permanente Zugabe von tet oder dessen Derivat
Doxyzyklin (DOX) auskommen, um die Expression des betreffenden Gens zu unterdrücken.
Zusätzlich sollte kein ubiquitärer Promotor viralen Ursprungs verwendet werden, der zu
unspezifischer heterogener Expression endogener Proteine führen kann.
Ein solches System transgener Expressionskontrolle wurde bereits beschrieben. Es konnte
gezeigt werden, dass der tetR allein als effizienter Transmodulator in Säugerzellen in vitro (in
kultivierten Zellen) und in vivo (in einem Porcinen Wund Modell) funktional ist (Yao et al.,
1998, 1999). Die Steuerungselemente dieses Systems sind im Wesentlichen die des natürlichen
tet-Operons: Der tetR bindet an den tetO (eine 19 bp lange Repressorbindungsstelle zwischen
Promotor und untersuchtem Gen) in Abwesenheit von tet (dem Induktor) und dissoziiert von der
DNA, wenn tet an ihn bindet. Die Transkription des untersuchten Gens beginnt, sobald der
Repressor die DNA verläßt. Dieses System wurde dahingehend geändert, dass zwei tetR-
Bindungsstellen (getrennt durch einen 2 bp-„spacer“) 9 bp in 3‘ Richtung nach der TATA Box
des Promotors, der die Transkription des untersuchten Gens steuert, integriert wurde (Hillen et
al., 1983; Boshardt et al., 1985; Nelson et al., 1987). Mit dieser Modifikation erhöht man die
Wahrscheinlichkeit, dass der tetR an die DNA bindet, die Transkription verhindert wird und
somit weniger Hintergrundexpression stattfindet.
Bevor jedoch damit begonnen wurde, transgene Mäuse zu etablieren (was mit einem hohen
Aufwand an Material und Kosten verbunden ist) war es wichtig, das Funktionsprinzip dieses
Systems unter Verwendung derselben genetischen Konstrukte, die in den Tieren zur Anwendung
kommen sollen, an kultivierten Zellen zu testen. Die Experimente dieser Doktorarbeit
konzentrierten sich daher auf die transiente Transfektion von kultivierten Zellen (COS1 Zellen,
L6 Myoblasten und neonatale Kardiozyten der Ratte) mit den Konstrukten des nativen tetR/tetO-
Sytsems.
Zwei unterschiedliche Promotoren wurden in diesen Experimenten verwendet: der
ubiquitäre hCMV Promotor (Postle et al., 1984; Boshart et al., 1985) und der murine,
herzspezifische α-Myosin-Heavy-Chain Promotor (α-MHC Promotor).
In den Transfektionsexperimenten im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde das Helios Gene
Gun System (HGG) der Firma BioRad verwendet. Diese Transfektionstechnik des
partikelgestützten und durch Gasdruck angetrieben Gentransfers wurde zum ersten Mal an
Pflanzen (Klein et al., 1987) und später auch an Säugetierzellen (Zelenin et al., 1989; Yang et al.,
1990) etabliert. Wolfram- oder Goldpartikel werden dabei mit DNA beschichtet und, mit
Heliumdruck angetrieben, in Gewebe oder kultivierte Zellen geschossen.-10-
Entscheidend für die Wahl dieser Technik war, dass die Einschleusung von Genen in
schwer zu transfizierenden Zelltypen, wie neonatale Kardiozyten, mit herkömmlichen Methoden
keine reproduzierbaren und stabilen Ergebnisse lieferte (Eizema et al., 1999). Bei Transfektionen
dieses Zelltyps mit der Kalziumphosphat-Methode, mit Polyethylimine (PEI) oder Fugene
 kam
es bei Experimenten immer wieder zu kompletten Misserfolgen. Andere wichtige
Anwendungsfelder der HGG sind eine Strategie zur Immunisierung ohne unerwünschte
Nebenwirkungen (Fynan et al., 1993; Qiu et al., 1996; Chen et al., 2000) oder neue
gentherapeutische Ansätze durch den Transport von Transgenen in Haut, wie z.B. zur
Beschleunigung und Verbesserung der Wundheilung (Davidson et al., 2000).
Im Zuge dieser Doktorarbeit und den Versuchen zur kontrollierten Expression von
Transgenen unter Verwendung der nativen Elemente des tetR/tetO-Systems wurde die
Transfektion von COS1-Zellen, L6 Myoblasten und neonatalen Kardiozyten mit der HGG
getestet, optimiert und standardisiert. Anstatt nur innerhalb der vom Hersteller vorgegebenen
Parameter zu variieren um bessere Transfektionsergebnisse zu erreichen, wurde das Protokoll
stark modifiziert. Ein kritischer Punkt bei der Anwendung der HGG ist die Präparation der
Cartridges (=Patronen) (Eizema et al., 1999, 2000), welche die DNA-beladenen Goldpartikel
enthalten. Daher wurde eine neue Technik zur Herstellung der Patronen entwickelt.
Ziel dieser Doktorarbeit war es, ein zellbiologisches System zu etablieren, an welchem mit
den nativen Elementen des tetR/tetO-Systems aus E. coli in verschiedenen Zelltypen (COS1-
Zellen und L6 Myoblasten), besonders jedoch in neonatalen Kardiozyten unter Verwendung des
herzspezifischen α-MHC Promotors, geprüft werden soll, ob das Reportergen β-Galaktosidase
kontrolliert exprimiert werden kann. Im Zuge dieser Arbeiten ergaben sich zwei weitere wichtige
Fragestellungen: Es musste erstens eine Methode gefunden werden, mit der neonatale
Kardiozyten reproduzierbar gut transfiziert werden können, da bei diesem delikaten Zelltyp
Transfektionsraten von < 1% die Regel sind (Eizema et al., 1999; Becker et al., 1997). Und
zweitens zeigte sich nach einigen Vorversuchen, dass der α-MHC Promotor in neonatalen
Kardiozyten kaum aktiv ist. Da aber die genetischen Konstrukte, die später in den transgenen
Mäusen zum Einsatz kommen sollten, mit diesem herzspezifischen Promotor versehen sind,
musste ein Weg gefunden werden, um die Promotoraktivität künstlich zu steigern und somit das
tetR/tetO-System auch in diesen Zellen testen zu können.
Parallel zu den Arbeiten in kultivierten Zellen wurde damit begonnen, transgene
Mauslinien zu etablieren. Es wurden sowohl Mäuse gezüchtet, die herzspezifisch den tetR
exprimieren (tetR-Mäuse), als auch Linien, die herzspezifisch das Reportergen β-Galaktosidase
exprimieren. Dieses Transgen enthält bereits die Bindungsstelle des tetR, den tetO (tetO/lacZ--11-
Mäuse). An diesen Mäusen wurde zusätzlich untersucht, ob der verwendete α-MHC Promotor
die Expression der Transgene auf das Herz beschränkt. In Vorversuchen wurde durch
Koinjektion beider Transgene oder durch Kreuzung der beiden Linien (tetR- und tetO/lacZ-
Mäuse) das binäre System der tet-gesteuerten Expressionskontrolle in Mäusen erzeugt und
getestet.-12-
3 Material
3.1  Puffer und Lösungen
ADS-Puffer
0,11 M NaCl






(mit NaOH auf pH 7,3 bringen, sterilfiltrieren und bei 4°C lagern)
Fibronectinlösung (10 ml Ansatz)
100 µlF i bronectin
ad 10 ml Medium 199
Glutaraldehydlösung







Goldlösung (0,6 µ µ µ µm)
Suspendieren in 1 ml Ethanol (wasserfrei)
Konz. der Stock-Suspension: 250 µg/µl
bei 4
oC aufbewahren
Kollagenaselösung 10 ml Ansatz
5 mg Kollagenase ad 10 ml ADS-Puffer













3,0 M Kaliumacetat; pH 5,5
PCR-Reaktionspuffer (Goldstar)
750 mM Tris HCl (pH 8,8)
200 mM (NH4)2SO4







(mit HCl auf pH 7,3 bringen)





0,09 % PEI 50 (SIGMA)
in ccH2O
Neutralisieren mit HCl (1 M) und sterilfiltrieren (Porengröße 0,2 µm)
Probenpuffer (Gelelektrophorese)
20 mM EDTA
30 % Glyzerin (99 %)
1 Spatelspitze Bromphenolblau
Solution D (RNA Isolierung)
4 M Guanidiumthiocyanat





10 % Natrium Dodecyl Sulfat (SDS)
in ddH2O
(mit HCl auf pH 7,2 bringen)
Spermidinlösung





0,89 M  Tris-Base
0,89 M Borsäure










LB-Medium für Agar-Agar Platten





(bei Bedarf 25 µg/ml Kanamyzin, bzw. 100 µg/ml Ampizillin)
LB-Medium flüssig




(bei Bedarf 25 µg / ml Kanamyzin, bzw. 100 µg / ml Ampizillin)-15-
FBS-Medium 10 % (für COS1 Zellen)
20 mM L-Glutamin (Gibco BRL)
10 mM Penicillin / Streptomycin (Gibco BRL)
10 mM Natrium Pyrovat (Gibco BRL)
10 % Fötales Rinder Serum (FBS)
in DMEM-Medium (CC Pro)
FBS-Medium 15 % (für L6 Myoblasten)
20 mM L-Glutamin (Gibco BRL)
10 mM Penicillin / Streptomycin (Gibco BRL)
15 % Fötales Rinder Serum (FBS)
in Weymouth-Medium (CC Pro)
FCS-Medium 5 % (für neonatale Kardiozyten)
20 mM L-Glutamin (Gibco BRL)
10 mM Penicillin / Streptomycin (Gibco BRL)
5 % Fötales Kälber Serum (FCS)
in Medium 199 (CC Pro)
NBS 1 % (für „preplating“ bei der Isolierung neonataler Kardiozyten)
10 mM Penicillin / Streptomycin (Gibco BRL)
20 mM L-Glutamin (Gibco BRL)
1 % Neonatales Rinderserum (NBS)
in Medium 199 (CC Pro)
3.3 Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide (siehe Anhang 9.1) wurden kommerziell (ARK
Scientific) bezogen. Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet, dass der G, C-Anteil bei
etwa 50 % lag und am 3‘-Ende kein A oder T in der Sequenz vorkam. Die Primerbezeichnug im
Text besteht aus einer laborinterne drei- oder vierstelligen Nummer.
3.4  Plasmide und Bakterien
Plasmide (siehe auch Anhang 9.3):
pSPORT 1: In diesem Plasmid erhielten wir ein Teilfragment des α-MHC Gens der
Maus vom RZPD Berlin.
pBS II sk+: Für die Klonierung der kompletten cDNA-Sequenz des α-MHC der Maus,
des tetR und des β-Galaktosidase-Reportergens. Kommerziell bezogen von
Stratagene.
pTrc99C: Für die Expression des tetR in E.coli (Amann et al., 1988).-16-
pCR-Blunt TOPO II: Für die schnelle Klonierung von PCR-Produkten (aus dem Zero Blunt

TOPO
 PCR Cloning Kit, Invitrogen).
pcDNA6/TR: Ein Plasmid (6662 bp), das versehen mit dem hCMV-Promotor tetR
exprimiert (T-REx System, Invitrogen).
pcDNA4/TO: Dieses Plasmid (5078 bp) enthält einen hCMV-Promotor, zwei
hintereinander liegende tetO-Sequenzen und eine multiple
Klonierungsstelle (MCS), in die Gene von Interesse integriert werden
können (T-REx System, Invitrogen).
pcDNA/TO/lacZ: Dieses Plasmid (8224 bp) enthält auf der Basis von pcDNA4/TO das lacZ-
Gen (T-REx System, Invitrogen).
pSV-β-gal: Plasmid (6820 bp) für die Expression von β-Galaktosidase, zur Kontrolle
der Transfektionseffizienz in Zellkulturen (Stratagene).
Bakterienstämme:
TOP10: mcrAd (mrr-hsdRM5-mcrBC)o80, dlac, dM15, dlacX74, deoR, recAI, araD139,
d(ara. Leu)7679, galU, galKλ
-, rpsl (Str
r), endA1:PtrcI; Bakterienstamm für die
Transformation mit dem „heat-shock“-Verfahren (aus dem Zero Blunt
 TOPO

PCR Cloning Kit, Invitrogen).
W3110: (trp
-), LaI
q, L8 (Brent und Ptashne, 1981); als Wirtszelle des Expressions-
plasmides pTrc99c.
3.5   Zelllinien
COS1: Fibroblasten (CV-1) aus Nieren der grünen Meerkatze, ATCC CCL 70
(Gluzman, 1981).
L6 Myoblasten: L6 Skelett Myoblasten der Ratte (Yaffe, 1968) (freundlicherweise
überlassen von Frau Prof. Starzinsky-Powitz, Inst. für Humangenetik, J.W.
Goethe Universität Frankfurt).
3.6 Versuchstiere
Ratten: Whistar white; für die Gewinnung neonataler Kardiozyten.
Mäuse: BALB/c und C57B16; Diese Stämme werden im MPI Bad Nauheim gezüchtet
und sind für DNA-Experimente gut geeignet. Als vasektomierte Männchen und
als Surrogat / Leihmütter werden Mäuse mit dem Genotyp CD1 verwendet.
3.7 Geräte
Brutschrank (zur Anzucht von E. coli)
BvW 30 Memmert, Schwab-17-
Chemolumineszenz-Messgerät
Lumat LB 9501 Berthold, Wildbad
Imaging-System
s/w-Viodeoprinter P90 Mitsubishi, Japan
s/w-Kamera LTF Labortechnik, Wasserburg
Magnetrührer
MR 3001 Heidolph, Kehlheim
Sequenzierer (automatisch)
ALFexpress DNA Sequenzierer Pharmacia, Freiburg
Spektralphotometer
Ultrospec III Pharmacia, Freiburg
Thermocycler
Hybaid Omni Gene MWG-Biotech, Ebersberg
Transfektionssystem









Centrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg
Biofuge fresco Heraeus, Hanau
Sorvall RC 2- DuPont, Bad Homburg
MegaFuge 1.0R (Zellkultur) Heraeus, Hanau-18-
4 Methoden
Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten experimentellen
Techniken von Arbeiten mit Nukleinsäuren, Bakterien, eukaryotischen Zellen, Ratten und
transgenen Mäusen beschrieben. Die chemische Zusammensetzung der Puffer und Lösungen ist
auch im Kapitel 3, Material näher ausgeführt. Protokolle, die in dieser Arbeit nicht genauer
erklärt werden, erfolgten nach gängiger Laborpraxis (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al.,
2000) oder, soweit kommerziell erhältliche Kits benutzt wurden, nach den Angaben des
Herstellers. Dasselbe gilt für Puffer und Lösungen, deren genaue Zusammensetzung nicht näher
erwähnt wird.
4.1  Arbeiten mit RNA
Im Zusammenhang mit der Klonierung der cDNA des murinen α-MHC Gens wurde ein
Teilfragment am 3‘-Ende der cDNA über das RZPD (Ressourcenzentrum Primärdatenbank des
deutschen Human-Genom Projekts, Berlin) bezogen. Im Folgenden werden die Techniken für
die Isolierung, reverse Transkription (RT-PCR) und Qualitätskontrolle von mRNA aus dem
Herzgewebe von Mäusen erläutert, die dazu dienten, den fehlenden Teil des α-MHC Gens zu
erhalten.
4.1.1  Isolierung von RNA aus Herzgewebe von Mäusen
Für die Isolierung von RNA aus den Herzen von Mäusen wurde die
Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion angewandt (Chomczynski et al., 1986).
Diese Methode kombiniert die Guanidiniumthiocyanat-Isolierung und Phenol-Chloroform
Extraktion von RNA (Feramisco et al., 1982) und verzichtet dabei auf die Ultrazentrifugation der
Guanidinium-CsCl Methode. Die Mäuse wurden durch cervikale Dislokation getötet. Die Herzen
wurden zügig präpariert, sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren und im Mörser pulverisiert.
Das homogenisierte Gewebe wurde in 1 ml Guanidiniumthiocyanat (Solution D: 4 M
Guanidiniumthiocyanat; 25 mM Natriumcitrat pH 7,0; 0,5 % Sarcosyl; 0,1 M 2-Mercaptoethanol
in ddH2O) suspendiert. Anschließend wurde RNA mit Phenol / Chloroform extrahiert. Dazu
wurden 100 µl Natriumacetat (2 M, pH 4.0), 1 ml wassergesättigtes Phenol und 200 µl
Chloroform-Isoamylalkohol (49:1) zugegeben. Der Ansatz wurde geschüttelt und 15 min auf Eis
inkubiert. In Glaszentrifugenröhrchen wurden die DNA und Proteine (in der Inter- und
Phenolphase) bei 10.000 g / 4
oC / 20 min (Sorvallzentrifuge) von der RNA (in der wässrigen
Phase) abgetrennt. Nach der Abnahme der wässrigen Phase wurde die RNA durch Zugabe von 1-19-
ml Isopropanol (eiskalt) gefällt und der Überstand abzentrifugiert (10.000 g / 4
oC / 20 min). Das
Pellet wurde mit Ethanol (70 %) gewaschen, getrocknet und in 200 µl DEPC behandeltem
Wasser aufgenommen. Die RNA wurde bei -80
oC gelagert.
4.1.2  Agarose / Formaldehyd Gelelektrophorese für RNA
Eine 1,4 %-ige Agarosesuspension wurde bis zum Schmelzen erhitzt und dann auf 60°C
abgekühlt. Dann wurde 10 ml MOPS-Puffer (10-fach: 0,4 M MOPS pH 7,0; 0,1 M
Natriumacetat; 0,01 M EDTA) und 18 ml Formaldehyd (12,3 M) zugegeben. Vor dem Erkalten
wurde die Agarose in einen vorbereiteten Gelrahmen gegossen. Als Elektrodenpuffer diente 1x
MOPS-Puffer. Vor dem Auftragen der Proben wurden 11 µl RNA (1,8 µg / µl) mit 5 µl MOPS-
Puffer (10x), 9 µl Formaldehyd (12,3 M) und 25 µl Formamid gemischt und 15 min bei 55°C
denaturiert. Danach wurden die Proben mit 10 µl Probenpuffer (1 mM EDTA, 30 % Glycerin,
0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylen-Cyanol) versetzt und der gesamte Ansatz (60 µl) auf das
Gel aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung (5 V / cm) wurde das Gel 20 min in
0,5 M Ammoniumacetat fixiert. RNA-Banden wurden durch Anfärben mit EtBr (15 min,
Färbelösung: 1 µg EtBr / ml ddH2O) im UV-Licht sichtbar gemacht.
4.1.3 RT-PCR
Im ersten Schritt wurde die mRNA mit einer reversen Transkriptase und einem Primer A
(Oligo-dT, 18-mer; 932) inkubiert. Damit wurde zunächst ein DNA-Strang synthetisiert (RT-
Reaktion Ansatz, s.u.). Anschließend wurde eine PCR-Reaktion (PCR 1, s.u.) mit Forwardprimer
B (1641, bzw.  1645) und Reverseprimer C (1644, bzw. 1648) (für zwei Teilfragmente des α-
MHC Gens: 1641 F / 1644 R und 1645 F / 1648 R) durchgeführt, um das erwünschte DNA-
Fragment zu vervielfältigen. Um zu prüfen, ob die Reagenzien der RT-Reaktion und der darauf
folgenden PCRs nicht mit DNA oder RNA kontaminiert waren, wurde parallel ein Ansatz ohne
Zugabe von RNA durchgeführt und diente als negative Kontrolle. Die PCR-Produkte wurden
dann durch TOPO-Klonierung (s.u.) in den pCR Blunt II TOPO
-Vektor integriert und mittels
„heat-shock“ (s.u.) in Top10 kompetente E. coli Zellen transformiert.-20-
RT-Reaktion Ansatz: 2 µl 10x PCR-Reaktionspuffer (siehe Kapitel 3, Material)
2,4 µl MgCl2 25 mM
4 µl dNTP-Mix je 2,5 mM
2 µl Primer A (Oligo-dT, 150 ng / µl)
1 µl RNasin (40 U / µl, Gibco BRL)
1,2 µl MoMULV-RT (200 U / µl, Gibco BRL)
5,4 µg RNA
ad 20 µl ddH2O
Die Inkubation dauerte 60 min bei 37
oC, die Denaturierung 5 min bei 95
oC.
PCR-Reaktion Ansatz: 20 µl Ansatz aus RT-Reaktion Schritt 1
6 µl 10x PCR-Reaktionspuffer (siehe Kapitel 3, Materiel)
4,8 µl MgCl2 25 mM
6 µl dNTP-Mix je 2,5 mM
2 µl Primer B 150 ng / µl
2 µl Primer C 150 ng / µl
1 µl Taq-Polymerase (0,5 U / µl, Eurogentec)
ad 80 µl ddH2O
Die PCR-Bedingungen waren (Thermocycler: Hybaid Omni Gen):
1 Zyklus 94
oC / 4 min
30 Zyklen: 62
oC / 50 s
72
oC / 60 s
94
oC / 50 s
1 Zyklus 72
oC / 8 min
4.2   Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
Plasmide wurden zunächst durch alkalischen Lyse aus den Bakterien freigesetzt und
anschließend als Ethanol-Salz Präzipitat isoliert (Birnboim et al., 1979; Ish-Horowicz et al.,
1981; Sambrook et al., 1989).
4.2.1  Maxipräparation von Plasmid-DNA
Für die Isolierung größerer Mengen (0,5-1 mg) Plasmid-DNA aus E. coli wurde der
FlexiPrepKit (Amersham-Pharmacia) verwendet. Zunächst wurde eine 2 ml Vorkultur des
Wirtsstammes angezüchtet. Mit dieser wurde im Verhältnis 1:100 eine 100 ml Kultur angeimpft
und über Nacht bei 37°C inkubiert (Schüttelinkubator). Die Bakterien wurden abzentrifugiert
(8000 g / 10 min) und das Pellet in 5 ml Lösepuffer (100 mM Tris-HCl, pH 7,5; 10 mM EDTA;
400 µg / ml RNase I) aufgenommen. Sowohl die alkalische Lyse der Zellen als auch die
Denaturierung von Proteinen und chromosomaler DNA erfolgte durch Zugabe des Lysepuffers
(1 M NaOH; 5,3 % SDS). Der Ansatz wurde leicht geschwenkt und 5 min bei RT inkubiert bis
die Lösung klar wurde. Durch Zugabe des Neutralisationspuffers (3,0 M Kaliumacetat; pH 5,5)-21-
wurden im nächsten Schritt Proteine und chromosomale DNA gefällt und durch Zentrifugation
(12000 g / 15 min) von der sich im Überstand befindenden Plasmid-DNA abgetrennt. Der
Überstand wurde in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt und mit 10,5 ml absolutem Alkohol
versetzt (10 min / RT). Dabei wird die Plasmid-DNA ausgefällt und durch Zentrifugation bei
12000 g / 20 min vom Überstand getrennt. Für eine weitere Reinigung wurde der Überstand
entfernt und das Plasmid-DNA Pellet mit einer Sephaglas-Suspension versetzt. DNA bindet
reversibel an Sephaglas (Vogelstein et al., 1979; Marko et al., 1982). Die Suspension wurde
einmal mit einem Waschpuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5; 2 mM EDTA; 200 mM NaCl; 60%
Ethanol) und dann mit Ethanol (70%) gewaschen. Anschließend wurde die Plasmid DNA mit
500  µl H2O oder TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,4; 1 mM EDTA, pH 8,0) von der
Sephaglas-Matrix abgelöst. Nach dem Abzentrifugieren (2400 g / 5 min) konnte der Überstand
mit der darin befindlichen DNA abgenommen werden. Dabei waren Ausbeuten von 0,5-1 mg
Plasmid-DNA gelöst in 500 µl ddH2O oder TE-Puffer die Regel.
4.2.2  Minipräparation von Plasmid-DNA
Für analytische Zwecke wurden 2 ml Vorkulturen des jeweiligen Bakterienstammes über
Nacht angezüchtet. Die Zellen wurden in 2 ml Mikrotubes überführt und anschließend in einer
Tischzentrifuge bei 6.000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das
Bakterienpellet wurde in 200 µl Lösepuffer (50 mM Tris
.HCl; pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 ul /
ml RNAse) gelöst und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl Lysepuffer (200 mM
NaOH, 1% SDS) wurde die Lösung nach leichtem Schütteln nochmals 5 min bei RT inkubiert.
Nach Zugabe von 200 µl Neutralisationspuffer (3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5) wurde das Lysat 20
min auf Eis inkubiert. Die dabei ausgefallenen Proteine wurden abzentrifugiert (13.000 rpm / 5
min), der Überstand wurde abgenommen und nach Zugabe von 1,2 ml absolutem Ethanol 5 min
bei RT inkubiert. Die gefällte Plasmid-DNA wurde mit 1 ml Ethanol (70 %) gewaschen und bei
RT an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in 20-50 µl TE-Puffer oder ddH2O gelöst. Dabei
waren Ausbeuten von ca. 0,5 µg /µl Plasmid-DNA die Regel.
4.3 Polymerase-Ketten-Reaktion
DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion („polymerase chain
reaction“ = PCR) amplifiziert (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Für analytische PCR-
Reaktionen, bei denen die Länge der amplifizierten DNA-Fragmente untersucht werden sollte,
wurde die GoldStar  DNA-Polymerase (Eurogentec) verwendet. DNA-Fragmente für
präparative Zwecke, die im weiteren Verlauf kloniert werden sollten, wurden mit einer Proof--22-
Reading DNA-Polymerase (PfuTurbo
 DNA Polymerase, Stratagene) amplifiziert (Fehlerrate
nach Herstellerangabe: 1,3 x 10
-6 = 2,6 % Mutanten unter den PCR Produkten). Damit sollten
Sequenzfehler während der Amplifikation minimiert werden. Als Reaktionspuffer dienten die
jeweils in 10-facher Konzentration mitgelieferten Lösungen der Hersteller. Die PCR-Reaktionen
wurden im Touchdown Thermo-Cycler (Hybaid) durchgeführt. Beim Touchdown-Verfahren
werden die ersten beiden Zyklen mit einer erhöhten Annealingtemperatur durchgeführt, um
möglichst eine spezifische Bindung der Primer an die Template-DNA zu erzielen. Das mindert
die Synthese von Nebenprodukten. Darauf folgten 28 Zyklen bei der experimentell ermittelten
oder anhand der Sequenz errechneten Annealingtemperatur. Die Denaturierung erfolgte bei 94°C
und die Synthese bei 72°C. Denaturierung und Annealing erfolgten jeweils 40 s. Die
Synthesezeit wurde der Länge der zu amplifizierenden DNA angepasst (1 min / 1 kb).
4.4  Restriktion von DNA
Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den Angaben der
Hersteller. Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von NEB (New England Biolabs)
bezogen. Puffer- und Salzlösungen wurden in 10-facher Konzentration mit den Enzymen
geliefert.
4.5 Ligation
Ligasen katalysieren die Bildung kovalenter Bindungen zwischen 3‘-Hydroxyl- und 5‘-
Phosphatenden von DNA-Fragmenten (Modrich et al., 1975). Sowohl DNA-Moleküle mit
glatten wie auch mit überhängenden, komplementären Enden werden von der aus  E. coli
stammenden T4 DNA Ligase ligiert. Überhängende Enden werden allerdings mit höherer Rate
ligiert als glatte Enden.
Ligationen wurden in einem 15 µl Ansatz (s.u.) in einem Wasserbad bei 16
oC im
Kühlraum (4
oC) über Nacht durchgeführt.
Ligationsansatz (15 µl): 1 µl T4 Ligase (New England Biolabs)
1,5 µl T4 Ligase Reaktionspuffer (10x)
Vektor (maximale Mengen,
DNA-Fragment im Verhältnis 1:4 [w / w])
ad 15 µl ddH2O)
}-23-
4.6  Nick Translation mit radioaktiv- oder Cy   5-markierten Nukleotiden
Die Fähigkeit der DNA Polymerase I aus E. coli  (Lehmann, 1981) eine „Nick
Translations“-Reaktion durchzuführen, wurde für die Markierung von Plasmid-DNA mit
radioaktiv ([α
32P]dATP) oder dATP-Cy5 markierten Nukleotiden benutzt (Kelly et al., 1970;
Rigby et al., 1977). Bei dieser Reaktion kommt sowohl die 5‘-3‘ Polymeraseaktivität als auch die
5‘-3‘ Exonukleaseaktivität des Enzyms zum Tragen. Nachdem durch die Aktivität der DNase I
Nicks (=Einzelstrangbrüche) in die Plasmid-DNA eingeführt wurden, fügt die DNA Polymerase
I am 3‘-Ende des Nicks komplementäre Nukleotide an und baut gleichzeitig am angrenzenden
5‘-Terminus Nukleotide ab. Dabei wird der Nick von 5‘ nach 3‘ der Template-DNA verschoben.
Durch den Einbau der bereitgestellten dNTPs wird die Plasmid-DNA radioaktiv bzw.
biochemisch markiert.
Ein 100 µl Ansatz wurde 2 h bei 15
oC inkubiert. Die Reaktionen wurden mit 10 µl EDTA
(0,2 M; pH 8,0) gestoppt. Nicht eingebaute heiße dATPs oder Cy5-dATPs wurden mit einem
PCR-Purification Kit (Macherey&Nagel) abgetrennt. Die markierte DNA wurde in 50 µl TE-
Puffer aufgenommen.
Nick-Translations Ansatz 100 µl: 1 µg DNA
20 µl dNTP-Mix (dCTP, dGTP, dTTP; je 300 µM)
5 U DNA Polymerease I E. coli
100 pg DNAse I
10 µl[ α
32P]dATP 3000 Ci / mmol
und alternativ:
2 µl 150 ng / µl dATP-Cy5
ad 100 µl ddH2O
4.7  PCR-Bedingungen für die Mutagenese der α α α α-MHC cDNA
Für die Klonierung der eine 3-Basenpaardeletion in Codon 927 / 928 des α-MHC Gens
(∆E927) wurden spezielle PCR-Reaktionen durchgeführt. Die Bedingungen dieser Reaktionen
sind hier näher erläutert, während das grundsätzliche Prinzip der Mutagenese im Abschnitt
„Ergebnisse“ beschrieben wird.
Im ersten Schritt wurden zwei herkömmliche PCR-Reaktionen in einem 50 µl Ansatz
durchgeführt:
5 µl Reaktionspuffer (10x)
4 µl dNTP-Mix, jeweils 25 mM
1 µl DNA α-MHC in pBS II sk+ 471 ng / µl
1 µl 1681 (bzw. 1731) 150 ng / µl,
1 µl 1732 (bzw. 1641) 150 ng / µl
1,25 U PfuTurbo
 DNA Polymerase; Stratagene
ad 50 µl ddH2O-24-
Die Zykluszeiten und -temperaturen waren 30 x (94
oC / 40 s-57
oC / 40 s-72
oC / 50 s).
Im darauf folgenden Schritt wurden in einem 100 µl-Ansatz die überlappenden PCR-
Produkte gemischt und die komplementären Nukleotide aufgefüllt:
10 µl Reaktionspuffer (10x)
8 µl dNTP-Mix (25 mM)
1 U PfuTurbo
 DNA Polymerase; Stratagene
40 µl Fragment 1 aus PCR 1
40 µl  Fragment 2 aus PCR 1
ad 100 µl ddH2O
Die Reaktionszeiten und Temperaturen waren:
Denaturierung: 4 min / 94
oC
Annealing: 1 min./ 57°C
Synthese: 10 min / 72
oC
Zur Amplifikation des so entstandenen Mutationsfragments wurde als letzter Schritt
nochmals eine PCR mit den endständigen Primern (1681 und 1641) durchgeführt. Diese lief
nach den gleichen Bedingungen wie die erste PCR ab.
4.8 Topo-Klonierung
Das Klonieren von PCR-Produkten wurde mit dem TOPO Cloning Kit (Invitrogen)
durchgeführt. Die Topoisomerase I integriert PCR-Produkte mit glatten Enden in den pCR Blunt
II TOPO
-Vektor. Mit dem sogenannten „heat-shock“-Verfahren (s.u.) wurde die Plasmid-DNA
in Top10 kompetente E. coli Zellen transformiert.
Die Methode basiert auf der Ligationseigenschaft der Vaccinia Virus Topoisomerase I
(Shuman, 1994). Im aktivierten Zustand ist das Enzym kovalent am 3‘ Ende des linearisierten
Vektors gebunden. Es bindet dabei an eine spezifische Sequenz (5‘-CCCTT) und spaltet die
darauf folgende Phosphodiester Bindung der duplex DNA eines Stranges. Die dabei frei
werdende Energie wird durch die Formation einer kovalenten Bindung zwischen dem 3‘-
Phosphat des gespaltenen DNA-Stranges und einem Tyrosilrest (Tyr-274) der Topoisomerase I
konserviert. In Anwesenheit des 5‘-Hydroxylendes eines PCR-Produktes wird diese Bindung
gespalten und die gespeicherte Energie verbraucht, um eine neue Phosphodiesterbindung
zwischen Vektor und PCR-Produkt aufzubauen. Die Topoisomerase I löst sich dabei von der
DNA. Im Reaktionsansatz (s.u.), der 5 min bei RT inkubiert wurde, ligiert die Topoisomerase I
ein zugegebenes PCR-Produkt mit dem Vektor.-25-
TOPO-Klonierungs Ansatz: 1 µl TOPO-Vektor (10 ng / µl)
1 µl Salzlösung (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl2)
4 µl PCR-Produkt
4.9 Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese diente der Größenbestimmung von DNA-Fragmenten (analytisch)
und der Fragmentisolierung (präparativ). DNA wurde sowohl in Agarose- als auch in
Polyacrylamidgelen mit Ethidiumbromid (EtBr) angefärbt. Die Gele wurden unter UV-Licht mit
einer CCD Kamera (LTF) aufgenommen und in einem Computer abgespeichert. Die
gespeicherten Daten wurden von einem Videoprinter ausgedruckt.
4.9.1 Agarosegele
DNA-Fragmente >1 kb oder nicht restringierte Plasmid DNAs wurden in 1 %-igen
Agarosegelen aufgetrennt. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose in 1x TBE-Puffer (10-
fach: 0,89 M Tris-Base; 0,89 M Borsäure; 0,01 M EDTA pH 8,0; in ddH2O) suspendiert und in
einem Mikrowellenofen verflüssigt. Die Agarose wurde nach dem Abkühlen auf 50°C mit EtBr
(1 µg / ml) versetzt und in einer Flachbettanlage ausgegossen. Als Elektrodenpuffer diente 1x
TBE-Puffer. An die Gele (Breite 21 cm / Länge 9 cm) wurde eine konstante Spannung von 120
V bei einer Stromstärke von 120-150 mA angelegt.
4.9.2 Polyacrylamidgele
Für die Trennung kleiner DNA-Fragmente (<1 kb) wurden 6 % Polyacrylamidgele (PAA-
Gele) verwendet. Für PAA-Gele mit einer Fläche von 9 x 13 cm wurden 15 ml PAA-Lösung
hergestellt. Die Gele wurden in vertikalen Gelkammern an eine Spannung von 120 V bei einer
Stromstärke von 30 mA angelegt. Als Elektrodenpuffer diente 1x TBE-Puffer. Das PAA-Gel
wurde 15 min in einem EtBr-Bad (1 µg / ml) angefärbt.
PAA-Lösung 15 ml Ansatz:  3 ml 30% Acrylamid / Bis-Acrylamid (29:1)
1,5 ml 10x TBE
12 µl TEMED
30 µl APS (30 %)-26-
4.10  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Für präparative Agarosegele wurde SeaKem GTG Agarose (FMC / Biozym) verwendet.
Diese Agarose hat einen niedrigen Schmelzpunkt und besitzt einen hohen Reinheitsgrad. Die
DNA wurde nach elektrophopretischer Auftrennung aus dem Gel eluiert. Dazu wurde ein Gel
Purification Kit (Qiagen) verwendet. DNA-Banden wurden unter einem UV-Schirm mit einem
Skalpell ausgeschnitten. Dann wurden sie mit dem Lösepuffer (pro 100 mg / 300 µl Lösepuffer;
die Zusammensetzung wird vom Hersteller nicht genauer beschrieben) aus dem Kit versetzt und
bei 50°C geschmolzen. Nach vollständigem Lösen der Agarose wurde der Ansatz mit
Isopropanol (pro 100 mg Agarose / 100 µl) versetzt und auf Ionentauschersäulen gegeben, um
die DNA abzutrennen. Bei pH-Werten < 7,5 bindet die DNA an die Säulenmatrix. Dabei wird
die Agarose, die nicht bindet, abgetrennt. Bei pH-Werten > 7,5 kann die DNA mit TE-Puffer von
der Säule eluiert werden.
4.11  Sequenzierung von DNA
DNA Sequenzen wurden nach dem Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977)
bestimmt. Dafür wurde das ALF Express System (Amersham-Pharmacia) verwendet. Für die
Sequenzierreaktionen wurde der Cy5 Thermo Sequenase Dye Terminator Kit (Amersham-
Pharmacia) benutzt. Bei dieser Reaktion wurden ein unmarkierter Primer, eine thermostabile
Polymerase, dNTPs und Cy5-markierte ddNTPs eingesetzt. Die Sequenzierreaktion wurde
zyklisch durchgeführt. Die bei dieser Reaktion erhaltenen Kettenabbruchprodukte wurden nach
Abtrennung überschüssiger ddNTPs entsprechend den Herstellerangaben in denaturierenden
Sequenziergelen (Repro  Gel Kit, Amersham-Pharmacia) aufgetrennt. Während der
Elektrophorese liefen die Fragmente durch einen fixierten Laserstrahl. Dabei entstanden durch
Anregung der Cy5-Markierung Lichtemissionen, die von Photodetektoren des ALF Express-
Systems erfasst und digitalisiert wurden. Die Sequenzdaten wurden direkt in einen Computer
eingelesen. Für die Auswertung wurde das „ALF Win Sequence-Analyser“-Programm benutzt.
4.12  Aufzucht und Aufbewahrung von Bakterienstämmen
Zur Aufbewahrung von Bakterienstämmen wurden Glycerinkulturen hergestellt. Dazu
wurden über Nacht Vorkulturen (3 ml) in flüssigem LB-Medium und dem entsprechenden
selektiven Antibiotikum (überwiegend Ampicillin; 50 µg / ml) angezüchtet. Daraus wurde 1 ml
Kultur entnommen, mit 600 µl Glycerin (99 %) gut vermischt und in Kryoröhrchen bei -80°C
eingefroren.-27-
Für die Anzucht eines eingefrorenen Bakterienstammes wurde dieser kurz angetaut. Mit
einer sterilen Impföse wurde eine Probe entnommen und auf vorgewärmte Agar-Agar Platten
ausgestrichen. Gelegentlich wurden direkt 3 ml-Vorkulturen angelegt und über Nacht bei 37°C
inkubiert.
4.13  Transformation von Bakterien
Bakterien wurden nach dem Protokoll des pCR Blunt II TOPO
 Cloning Kits (Invitrogen)
„heat-shock“ transformiert. In 50 µl TOP10 kompetenten Zellen aus dem Kit wurden 4 µl
Plasmid Lösung gegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde die Bakterien-Plasmid
Lösung 30 s in einem vorgewärmten Wasserbad bei 42
oC erhitzt und anschließend 2 min auf Eis
herunter gekühlt. Nach Zugabe von 250 µl SOC-Medium (2 % Trypton; 0,5 % Hefe-Extrakt; 10
mM NaCl; 2.5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 20 mM Glucose) wurde die Zellsuspension 1h bei 37
oC
schwenkend inkubiert. Die Bakterien wurden dann in unterschiedlichen Mengen auf
vorgewärmten Agar-Agar Platten ausplattiert und über Nacht bei 37
oC im Brutschrank inkubiert.
4.14 T-REx    System
Das tetR/tetO-System (Yao et al., 1998, 1999) wird kommerziell als T-REx Kit
(Invitrogen) für die tet-kontrollierte Genexpression in kultivierten Zellen angeboten. Dieses
System besteht aus zwei Plasmiden (Abb. 1): Konstrukt I (pcDNA6/TR, 6662 bp) exprimiert den
tetR unter Kontrolle des hCMV-Promotors, Konstrukt II (pcDNA4/TO, 5078 bp) enthält
ebenfalls den hCMV-Promotor mit zwei hintereinander liegenden tetO-Sequenzen und einer
multiplen Klonierungsstelle (MCS), in die zu untersuchende Gene kloniert werden können.
Zusätzlich enthält der Kit ein Kontrollplasmid (pcDNA/TO/lacZ, 8224 bp), das den tetO und das
Reportergen für β-Galaktosidase (lacZ) enthält.
Nach der Transfektion von kultivierten Zellen exprimiert Konstrukt I den tetR, der an die
tetO-Sequenz von Konstrukt II bindet und die Transkription des darauf folgenden Gens
unterdrückt. Durch Zugabe von tet (oder dessen Derivat DOX) wird der tetR inaktiviert und das
Gen von Interesse exprimiert.-28-
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Abbildung 1: T-Rex-System (Invitrogen); Kommerziell bezogene Konstrukte des TRex-Kit
von Invitrogen zur tet-kontrollierten Genexpression in Zellkulturen. (I) Ein Vektor, der unter der
Kontrolle des hCMV-Promotors den tetR exprimiert. (II) Das zweite Konstrukt enthält zwei
hintereinander liegende tetO und einen Kontrollevektor, der an dieser Stelle die Sequenz des
lacZ-Gens enthält.
4.15  Isolierung neonataler Kardiozyten aus Ratten
Die Kultivierung und Isolierung neonataler Kardiozyten wurden nach einem von Harary et
al. (1966) entwickelten Prinzip durchgeführt. Das Protokoll der Isolierung wurde in einer etwas
veränderten Form von Buja et al. (1985) und Vincent und Nadeau (1983) übernommen. Der
Verdau des grob homogenisierten Herzgewebes erfolgte dabei nur mit einer Kollagenaselösung
ohne Pancreatin. Im Verlauf der Isolierung wurden neonatale Kardiozyten der Zellsuspension
nicht wie bei Vincent und Nadeau über eine Percollgradienten, sondern durch das „preplating“
(differentielles Kultivieren) (Blondel et al., 1971) angereichert. Dabei führt eine mehrstündige
Inkubation in fibronectinfreiem, neugeborenen Rinderserum (NBS) dazu, dass sich Fibroblasten
und andere Zellen am Boden anheften und somit abgetrennt werden. Kardiozyten hingegen
reichern sich im Medium an. Der prozentuale Anteil von pulsierenden Kardiozyten liegt für eine
Preparation bei mehr als 80 % (Buja et al., 1985). Es wurde wie folgt vorgegangen:
Ein bis drei Tage alte neonatale Ratten (Whistar white) wurden kurz mit 70 % Ethanol
desinfiziert und über flüssigem Stickstoff dekapitiert. Die Herzen wurden herauspräpariert, in
ADS-Puffer (0,11 M NaCl; 5 mM KCl; 5 mM Dextrose; 0,8 mM MgSO4; 12,5 mM NaH2PO4;
20 mM HEPES) gewaschen und mit der Schere zerkleinert. Das grob homogenisierte Gewebe-29-
wurde viermal für 40 min bei 37°C in jeweils frischer Kollagenaselösung (0,5 mg / ml ADS-
Puffer; 271 U / mg; Wortington Chemicals) im Schüttelinkubator langsam geschwenkt. Für 20
Herzen benötigte man für den ersten Verdauschritt 10 ml Kollagenaselösung und für die
folgenden drei Schritte je 15 ml. Der Überstand des ersten Verdaus wurde verworfen. Die Zellen
in den Überständen der anschließenden Verdaue wurden durch Zentrifugieren (5 min, 400 rpm)
angereichert. Das Zellpellet wurde jeweils in 10 ml NBS-Medium (1 %) aufgenommen, in eine
Zellkulturschale gegeben und im CO2-Zellinkubator aufbewahrt. Danach folgte eine weitere
zweistündige Inkubation, das sog. „preplating“, im CO2-Inkubator bei 37
oC. Die mit Kardiozyten
angereicherte Suspension wurde zentrifugiert (400 rpm, 5 min). Das Zellpellet wurde in 5 ml
Medium 5 %-igem fötalem Kälberserum (FCS) aufgenommen. Kardiozyten wurden in einer
Neubauer Zählkammer gezählt (siehe s.u.) und mit einer Konzentration von 0,4 x 10
6 Zellen / ml
ausplattiert. Die Zellkulturschalen wurden vorher 1 h mit einer Fibronektinlösung (1 µg / ml
Medium) bei 37
oC behandelt. Alle verwendeten Zellmedien sowie die Kollagenaselösung
wurden vor dem Gebrauch auf 37
oC erwärmt.
4.16  Passagieren von COS1 Zellen und Myoblasten
Zum Passagieren der Zellen wurden diese zunächst einmal mit 1x PBS (0,14 M NaCl; 2,7
mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4) gespült, mit einer Trypsin-EDTA Lösung (0,5 g /
l Trypsin; 0,5 mM EDTA pH 7,3; 15 mM NaCl) abgelöst und in Zentrifugenröhrchen überführt.
Nach dem Abzentrifugieren (400 rpm / 5 min) wurden die Zellen in frischem Medium
suspendiert. Die Zellen wurden in unterschiedlicher Dichte ausplattiert. Das Volumen des
Aliquots und die Inkubationsdauer beeinflussten die Zeit, in der Konfluenz auf der neu
angelegten Kultur erreicht wurde. In der Regel wurden für eine Zellkulturschale (∅ 10 cm) 250
µl Zellsuspension verwendet. Dies führte nach 2 Tagen für Myoblasten bei Konfluenz zu einer
Zelldichte von ca. 375 000 Zellen / ml und für COS1 Zellen zu 280.000 Zellen / ml.
4.17  Bestimmung der Zellzahl
Für die Bestimmung der Zellzahl von neonatalen Kardiozyten in einem bestimmten
Volumen Medium wurde eine Neubauer-Zählkammer verwendet. Vor dem Einbringen der
Zellsuspension wurde Trypan-Blau im Verhältnis 1:5 zugegeben. Zelldebris und tote Zellen
färbten sich dabei blau und wurden nicht mitgezählt. Die Zellsuspension wurde zwischen
Deckglas und Objektträger (Abstand 0,1 mm) gebracht. Es wurden vier Quadrate mit einer
Kantenlänge von 0,1 mm ausgezählt und der Mittelwert gebildet. Das ausgezählte Volumen der-30-
Zellsuspension betrug 1 µl. Mit der folgenden Formel wurde die Anzahl der Zellen / ml Medium
berechnet:
Gezählte Zellen x 1000 x Verdünnungsfaktor Trypan-Blau = Zellen / ml Medium
(Verdünnungsfaktor Trypan-Blau = 1,25)
4.18  Transfektion von eukaryotischen Zellen
Vor den Transfektionsexperimenten wurden neonatale Kardiozyten in Wells (∅ 3,2 cm)
einer 6-Well-Platte in einer Konzentration von 0,4 x 10
6 Zellen / ml Medium ausplattiert. Die
Anzahl von Zellen / Well vor der Transfektion von COS1-Zellen und L6 Myoblasten war beim
Ausplattieren nicht bekannt. Diese Zellen wurden bis zu vollständiger Konfluenz kultiviert
(visuelle Inspektion im Lichtmikroskop). Bei Konfluenz befanden sich bei Myoblasten ca. 0,375
x 10
6 Zellen / ml und bei COS1 Zellen ca. 0,3 x 10
6 Zellen / ml auf den Zellkulturschalen.
COS1-Zellen und L6 Myoblasten wurden zunächst mit Polyethylenimin (PEI) und später mit der
Gene Gun transfiziert.
4.18.1 Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)
Für die Transfektion von Zellen in einer Zellkulturschale (∅ 3,2 cm) einer 6-Well-Platte
wurden je 50 µl PEI-Mix und DNA-Mix vorbereitet. Beide Lösungen wurden kurz
homogenisiert und bei RT 10 min inkubiert. Der PEI-Mix wurde in den DNA-Mix pipettiert,
kurz gevortext und bei RT 10 min inkubiert. Im Gegensatz zu Transfektionen mit der Gene Gun
wurden Zellkulturen bei nicht vollständiger Konfluenz (ca. 50 %) transfiziert. Sie wurden einmal
mit PBS (1x) gewaschen. Dann wurden 900 µl Medium (ohne FBS / Antibiotika) und 100 µl PEI
/ DNA-Mix zugegeben. Dabei wurde zunächst das Medium in die Zellkulturschale pipettiert.
Danach wurde tropfenweise der PEI / DNA-Mix zugegeben. Nach 4 h / 37°C im CO2-Inkubator
wurde das Medium der Zellkultur mit 1 ml Zellmedium mit doppelter Konzentration FBS und
Antibiotika gemischt. Am nächsten Morgen wurde das Medium komplett gewechselt. Mit den
Analysen wurde 24 h nach dem abschließenden Medienwechsel begonnen.
Ansatz PEI-Mix:  5 µl  NaCl (1,5 M)
5,4 µl  PEI 50 (Sigma)
ad 50 µl ddH2O-31-
Ansatz DNA-Mix: 2 µg DNA
5 µl NaCl (1,5 M)
ad 50 µl ddH2O
4.18.2 Transfektion mit der Gene Gun
Die in dieser Arbeit verwendete physikalische Methode des Partikel gestützten Transfers
von DNA wurde erstmalig in Pflanzenzellen (Klein et al., 1987) und später (Zelenin et al., 1989;
Yang et al., 1990) auch in Säugerzellen durchgeführt. Da diese Methode nicht auf spezifischen
Liganden-Rezeptoren und / oder biochemischen Eigenschaften der Zelloberfläche beruht, besitzt
dieses Transfektionssystem ein breites Anwendugsspektrum. So wurden neben Zellen
erfolgreich Bakterien (Shark et al., 1991; Smith et al., 1992), Pilze (Armaleo et al., 1990) und
intrazelluläre Organellen (Johnston et al., 1988; Boynton et al., 1988) transfiziert.
Dabei werden Wolfram- oder Goldpartikel mit DNA beladen und, angetrieben durch
Heliumdruck, in Zellen oder Gewebe geschossen. Auf diesem Prinzip beruht auch die von uns
verwendete Helios Gene Gun (HGG) von BioRad.
Vor einer Transfektion werden zunächst Goldpartikel mit Plasmid-DNA oder RNA
beschichtet. Dies wird durch Präzipitation von DNA mit CaCl2 in der Anwesenheit des
Polykations Spermidin erreicht. Die gefällte DNA lagert sich dabei an den ebenso in der Lösung
befindlichen Goldpartikeln ab. Mit den DNA beladenen Goldpartikeln wird die Innenwand 2 cm
langer Plastikschlauchstückchen (Tefzel-Schlauch) beschichtet, welche als Cartridges
(=Patronen) bezeichnet werden und die Munition der Helios Gene Gun (HGG) darstellen.
Die HGG nutzt einen Hochgeschwindigkeitsstrom von Helium, um die mit Plasmid-DNA
oder RNA beschichteten Goldpartikel stark zu beschleunigen. Die dabei erreichten
Geschwindigkeiten sind hoch genug, um Zellmembranen zu überwinden und somit Zellen in
vitro und in vivo effektiv zu transfizieren. Durch Betätigen des Abzugs der HGG wird das
Hauptventil geöffnet und das unter Druck stehende Heliumgas freigegeben. Dieses strömt durch
die dahinter liegende Bohrung des Cartridge-Holders, in der sich die Patrone mit den
DNA/Gold-Partikeln befindet. Dabei werden die DNA/Gold-Partikel mit hoher Beschleunigung
von dem Heliumstrom mitgerissen. Nachdem die Partikel im Beschleunigungsteil, der direkt auf
die Cartridge folgt, nochmals schneller werden, gelangt der Helium / Gold-Strom in den sich
nach vorne kegelförmig öffnenden „Barrel-Liner“. Durch den sich vergrößernden Querschnitt
des Barrel-Liners wird das Heliumgas stark abgebremst (der Coanda Effekt; Reba, 1966),
während die Goldpartikel mit unverminderter Geschwindigkeit weiterfliegen. Dieser Effekt führt
dazu, dass der Druck des Heliumstoßes stark vermindert wird und die zu transfizierenden Zellen-32-
weniger beschädigt. Die DNA/Gold-Partikel treffen hingegen mit hoher Geschwindigkeit auf das
zu transfizierende Objekt und können so in Zellen oder Gewebe eindringen.
4.18.2.1  Cartridge - Präparation
Dem Herstellerprotokoll folgend wurden Goldpartikel (25 mg; ∅ 0,6 µm) und Spermidin
(100µl, 1M) gemischt und in einem Ultraschallbad 5 min homogenisiert. Nach Zugabe der
Plasmid-DNA (50 µg; in maximal 100 µl) wurde Gold und DNA mit 100 µl KCl (1 M) für 10
min / RT gefällt. Die Plasmid DNA setzt sich dabei an den Goldpartikeln ab und sammelt sich
am Boden des Reaktionsgefäßes. Anschließend wurden die DNA/Gold-Partikel durch kurzes
Anzentrifugieren nochmals am Gefäßboden verdichtet. Der Überstand wurde entfernt und das
DNA/Gold Pellet in 1 ml wasserfreiem Ethanol aufgenommen. Daraufhin wurden die
DNA/Gold-Partikel zweimal mit wasserfreiem Ethanol (1 ml) gewaschen. Die DNA/Gold-
Partikel wurden 1 min bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und in 1 ml
wasserfreiem Ethanol gründlich resuspendiert. Nachdem das letzte Ethanolvolumen
abzentrifugiert worden war, wurde das DNA/Gold-Pellet in 3,5 ml PVP / Ethanollösung (0,03
mg / ml) aufgenommen. Ein 25 cm langer Tefzel-Schlauch (∅ 4 mm) wurde in die „Tubing-
Prep Station“ (Bezeichnung des Herstellers) horizontal montierten und 10 min im N2-Gasstrom
(0,3-0,4 l / min) getrocknet. Dann wurde die Gold / DNA-Suspension durch Eindrücken mit
einer Spritze in den in der „Tubing-Prep Station“ Tefzel-Schlauch eingefüllt. Nach Absetzen
der Gold / DNA-Partikel (5-10 min) wurde der Überstand vorsichtig und gleichmäßig innerhalb
von 30 s mit einer Spritze abgezogen. Sofort wurde der Schlauch 5 min lang in der „Tubing-Prep
Station“ horizontal rotiert bis sich das Gold gleichmäßig über die gesamte Innenfläche des
Schlauchs verteilt hat. Die PVP-Konzentration war entscheidend für die gleichmäßige Verteilung
der Gold / DNA-Lösung im Tefzel-Schlauch. Je mehr PVP in der Lösung enthalten war desto
besser lagerten sich die DNA-beladenen Goldpartikel an der Innenwand des Schlauchs ab. Die
Menge an PVP war so zu wählen, dass die Goldpartikel zwar an der Innenwand des Tefzel-
Schlauchs haften, aber nur so fest, dass sie sich bei der Horizontalrotation noch gleichmäßig an
der Schlauchinnenwand verteilen. Es wurden daher Cartridgepreparationen mit unterschiedlichen
von PVP-Konzentration (0,1; 0,05; 0,03 und 0,01 mg / ml Ethanol) durchgeführt. Obgleich bei
0,03 mg PVP pro ml Ethanol die beste Goldverteilung beobachtet wurde, war das Ergebnis nicht
zufriedenstellend (s.u.). Nach der Rotation wurde der Schlauch im N2-Gasstrom getrocknet (ca. 5
min). Dann wurde der Schlauch in 2 cm lange Stücke (die Cartridges) geschnitten. Die
Cartridges wurden in geschlossenen Gefäßen bei 4
oC aufbewahrt.-33-
Der Engpass bei dieser Methode bestand in der Schwierigkeit, die Goldpartikel bei der
Rotation des Schlauchs gleichmäßig über die gesamte Innenwand zu verteilen. Meist war die
Verteilung sehr ungleichmäßig, was auch durch varriierende PVP-Konzentrationen (s.o.) nicht
vermieden werden konnte. Daher wurde das Protokoll verändert und der Schlauch vor der
Beladung mit den DNA/Gold-Partikeln in 2 cm lange Stücke geschnitten. Diese wurden an
einem Ende mit mehr als 9 mm
2 Parafilm verschlossen und mit dem Parafilmende voraus in
die Cartridgebohrung des „Cartridge-Holders“ eingeführt. Dabei wurde der Parafilm stark
gespannt und in eine dünne Haut gedehnt. Die DNA/Gold-Suspensionen wurden nach ihrer oben
beschriebenen Herstellung in 5 µl Alliquots so in die Schlauchstücke eingeführt, dass sie als
dünne Schicht auf dem Parafilm zum Liegen kamen  (Abb. 2). Dafür wurden die 5 µl mit einer
Pipette (Kristallspitzen) in mehreren Schritten vorsichtig an einer Seite der Innenwand des im
Cartridge-Holders befindlichen Schlauchstücks entlang hineinpipettiert. Der Kapazität des
Cartridge-Holders entsprechend wurden so 12 „Patronen“ parallel präpariert. Nach Beladung
wurden die DNA/Gold-Partikel 30 min an der Luft getrocknet und anschließend sofort
verwendet. Bei der Transfektion mit den so hergestellten Cartridges zerriss der Parafilm unter






Abbildung 2: Standard- und Parafilm Cartridges; Schematischer Querschnitt durch Cartridges
hergestellt mit dem Protokoll von BioRad (A) und dem neuen Protokoll (B). Im
Standardprotokoll (BioRad) werden die DNA/Gold-Partikel mit Hilfe von Polyvinylpyrrolidon
(PVP) an die Innenwand des Tefzel-Schlauchs gebunden. Bei der neuen Methode werden die
Cartridges mit Parafilm verschlossen. Die DNA/Gold-Suspension wird dann direkt in die
Patronen gefüllt. Es zeigte sich, dass mit dieser veränderten Methode DNA/Gold-Verluste
während der Präparation und des Beschusses vermieden und bessere Transfektionsraten erreicht
wurden.-34-
4.18.2.2  Transfektion von kultivierten Zellen mit der Helios Gene Gun
Zur Erleichterung und Standardisierung der Transfektion mit der HGG wurde eine
Ringhalterung konstruiert, die an den höhenverstellbaren Ständer eines Binokulars montiert
wurde (Abb. 3 a). Diese Konstruktion verbesserte die Anwendung der HGG in einer sterilen
Werkbank, indem die Entfernung zwischen dem Cartridge-Holder und den Zellen leicht und
akkurat eingestellt werden konnte. Damit konnte auch auf den vorderen Teil des „Barrel-Liners“
verzichtet werden, der nach dem Design des Gerätss dazu diente, den Abstand zwischen den
Cartridges und dem zu transfizierendem Objekt zu kontrollieren. Der Teil des Barrel-Liners, der
den Abstand kontrolliert, wurde deshalb entfernt (Abb. 3 b).
Vor der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS (1x) gewaschen. Nach dem
Entfernen des Waschpuffers wurden die DNA/Gold-Partikel auf die Zellen geschossen. Sofort
danach wurde frisches Medium zugegeben. Die Zellen wurden in der Regel 48 h nach der
Transfektion geerntet oder gefärbt.-35-
Abbildung 3 a und b: (a) Das Helios Gene Gun System (BioRad); Die Helios Gene Gun wurde
optimiert, indem sie mit einer Ringhalterung an dem höhenverstellbaren Ständer eines
Binokulars befestigt wurde. Dadurch wurde die Handhabung unter einer sterilen Abzugshaube
standardisiert. Diese Modifizierung ermöglicht es bei Transfektionen von Zellkulturen den
Abstand zwischen Gene Gun und Zellen reproduzierbar zu fixieren. (b) Gezeigt sind weitere
Bestandteile des Helios Gene Gun –Systems (BioRad), Orginal und modifizierter „Barrel-Liner“,
Diffusionsnetz (zur Verbesserung der Goldpartikelverteilung), Cartridges (=Patronen) und






















4.19  Proteinbestimmung im Zell- oder Organlysat nach Bradford
Zur Bestimmung des Proteingehalts im klaren Lysat von Zellkulturen oder Organen
transgener Mäuse wurde die kolorimetrische Methode von Bradford (1976) angewandt.
1-3 µl klares Lysat wurde mit NaCl (0,15 M) auf ein Volumen von 100 µl aufgefüllt. Dann
wurde der Ansatz mit 1 ml Bradfordlösung (s.u.) gemischt und kurz gevortext. In Abhängigkeit
der Proteinkonzentration trat eine Blaufärbung der Lösung ein, welche in Küvetten überführt
wurde. Das Absorbtionsmaximum des blauen Farbkomplexes lag bei 595 nm. In einem
Photospektrometer (Amersham-Pharmacia) wurden die Proben gegen einen Kontrollwert (100 µl
NaCl und 1 ml Bradfordlösung) gemessen. Um die ermittelten Absorbtionswerte mit der
Proteinkonzentration im Lysat zu korrelieren, wurden BSA-Lösungen mit bekannter
Proteinkonzentration (2,5-10 µg / ml) hergestellt. Mit den ermittelten Absorbtionswerten wurde
eine Kalibrierungskurve erstellt.
Ansatz Bradfordlösung: 0,01 % Coomassie Brilliantblau G-250
5 % Ethanol
8,5 % Phosphorsäure
4.20  In situ Färbung mit X-gal
Zur Identifizierung von kultivierten Zellen, die nach einer Transfektion das Reportergen
für β-Galaktosidase exprimierten, wurden die entsprechenden Zellkulturen mit X-gal gefärbt.
Zunächst wurden die Zellen zweimal mit 1 ml PBS (1x) gewaschen. Pro Züchtungsareal
(∅ 3,2 cm) wurde 1 ml Glutaraldeydlösung (0,2 %) zur Fixierung zugegeben. Nach 15 min bei
RT wurde die Fixierlösung entfernt und die Zellen wurden dreimal mit jeweils 1 ml PBS (1x)
gewaschen. Die letzte Waschlösung wurde entfernt und zur Färbung der transfizierten Zellen
wurde pro Zellkulturschale 1 ml X-gal-Lösung (s.u.) zugegeben. Die zu färbenden Zellkulturen
wurden 12-14 h bei 37°C inkubiert. Dann wurde die X-gal-Lösung entfernt und durch PBS (1x)
ersetzt. Transfizierte Zellen, die β-Galaktosidase exprimiert hatten, waren blau gefärbt und
wurden unter einem Lichtmikroskop ausgezählt. Um das Zählen und die Auswertung dieser
Versuche zu erleichtern, wurden die Zellen in Schalen mit gerasterten Böden (160 Quadrate mit
je 2 mm Kantenlänge) gezüchtet. Die Zellen konnten nach dem Färben in den Schalen bei 4
oC
mehrere Monate aufbewahrt werden. Dazu musste die PBS-Lösung alle 3-4 Wochen
ausgetauscht werden.-37-





10 mM Natriumphosphat (pH 7,0)
4.21 Chemolumineszenstest  für  β β β β-Galaktosidase
Für eine biochemische Messung der β-Galaktosidase-Konzentration in Zellextrakten
wurden der Galacto-Light Plus Kit  (Tropix) und das Chemolumineszensmessgerät Lumat LB
9501 (Berthold) benutzt. Dieser Chemolumineszenztest ermöglicht es, sehr geringe Mengen
(Messbereich: 2 fg-20 ng) der β-Galaktosidase in einem Zell- oder Organlysat nach Entfernen
des Zelldebris nachzuweisen (Bronstein et al., 1994). Das im Galacto Light Plus Kit befindliche
Galacton ist eine 1,2-Dioxetan-Verbindung (AMPGD: 3-[4-methoxyspieroyl[1,2-dioxetan-
3,2‘-trizyklo-[3.3.1.13,7]dekan]-4-phenyl] β-D-galaktopyranosid) mit einem β-Galaktosidanteil
(Jain und Magrath, 1991). Diese Verbindung wird von β-Galaktosidase gespalten. Dabei entsteht
ein Dioxetan Anion (AMP
-D). Bei pH-Werten >9 zerfällt das AMP
-D Anion in Adamantanon
und das Methylmetaoxybenzoat Anion, welches sich im angeregten Zustand befindet und Licht
emitiert (461 nm). Die bei der Hydrolyse von AMPGD entstehende Licht Emission kann dazu
verwendet werden, β-Galaktosidase-Konzentrationen zu ermitteln.
Für die Messung wurden 70 µl Reaktionspuffer (100 mM Natriumphosphat pH 8,0; 1 mM
MgCl2) und 1 µl Galacton gemischt und in einem Polystrolröhrchen (6 ml, Falcon) auf  RT
gebracht. Dann wurde der Ansatz nach Zugabe von 1 µl Zellextrakt leicht geschwenkt und 30
min bei RT inkubiert. Daraufhin wurden die einzelnen Messungen durchgeführt, indem das
Polystyrolröhrchen mit dem darin enthaltenen Reaktionsansatz in den Messschacht des
Luminometers (Lumat LB 9501 Berthold) eingeführt wurde. Vorher wurde der Accelarator-II in
das Vorratsgefäß des Luminometers gegeben. Mit Hilfe einer internen Pumpe wurden kurz vor
der Messung automatisch 100 µl Accelerators-II in das Reaktionsgefäß gepumpt. Dadurch wurde
die Reaktion gestoppt und der pH-Wert des Reaktionsansatzes auf >12 erhöht. Dadurch enstand
das lichtemitierende Methylmetaoxybenzoat Anion (s.o.). Die Lichtmission wird durch den
Accelerator-II zusätzlich verstärkt (Herstellerangabe). Mit der photosensitiven Zelle des
Luminometers wurden die über eine Dauer von 5 s auftreffenden Photonen registriert und von
dem Photomultiplier (ultraschneller Photonenzähler) gezählt. Der spektrale
Empfindlichkeitsbereich des Messgeräts lag dabei zwischen 390 und 620 nm. Gemessen wurde
bei 461 nm. Als Maßeinheit für Rohdaten diente nicht die Zahl der Lichtimpulse, sondern es
wurden die sogenannten relativen Lichteinheiten (RLU= Relative Light Units) gewählt. Diese-38-
entstanden aus direkt gezählten Impulsen geteilt durch zehn und multipliziert mit dem RLU-
Faktor. Durch den vom Hersteller vorgegebenen RLU-Faktor wurden unvermeidbare,
individuelle Schwankungen der Kathodenempfindlichkeit des Photomultipliers ausgeglichen.
Pro Zellkultur wurden parallel in zwei Proben die β-Galaktosidase-Konzentration gemessen und
die RLU-Werte gemittelt.
Für eine Messung wurden die transfizierten Zellen nach 48 h einmal mit eiskaltem PBS
(1x) gewaschen. Nach Zugabe von 100 µl Lysepuffer (100 mM Kaliumphosphat ph 8,0; 1 mM
Magnesiumchlorid; 0,05 mM DTT) in die Zellkulturschale (∅ 3,4 cm) wurden die Zellen mit
eine Zellkratzer vom Boden gelöst und in ein Mikro-Tube überführt. Der Zellaufschluss erfolgte
durch sofortiges Einfrieren in flüssigem Stickstoff. Nach dem Auftauen wurde der Zelldebris in
einer Tischzentrifuge (5 min / 13000 rpm) abgetrennt und das klare Lysat bei -80°C eingefroren.
Um einen Proteinextrakt aus den Organen transgener Mäuse herzustellen, wurden die
Mäuse getötet und die entsprechenden Organe heraus präpariert. Nach Zugabe der
entsprechenden Menge Lysepuffer (s.o.; für 100 mg Gewebe 1 ml Lysepuffer) wurde das
Gewebe homogenisiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Nach dem Auftauen und
Abzentrifugieren des Zelldebris wurde das klare Lysat bei -80°C gelagert.
Um die gemessene Lichtemission mit der Menge an β-Galaktosidase zu korrelieren,
wurden für jeden Zelltyp Standardkurven erstellt. Dazu wurden bekannte Mengen an β-
Galaktosidase mit Zellextrakten (nach Zentrifugation) von nicht transfizierten Zellen gemischt.
Mit den anschließend erhaltenen Messdaten (RLU pro Menge ermittelten β-Galaktosidase)
wurden die unbekannten β-Galaktosidase-Konzentrationen in den Extrakten der transfizierten
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Abbildung 4: Kalibrierungskurve  β-Galaktosidase; Repräsentatives Beispiel einer Kali-
brierungskurve der mit dem Galacto-Light Plus Kit ermittelten β-Galaktosidase-
Konzentrationen. Für diese Versuche stand ein Chemolumineszenzmessgerät Lumat LB 9501
zur Verfügung. Es wurden definierte Mengen an β-Galaktosidase (Sigma, G-5635) im klaren
Lysat nicht transfizierter Zellen (gezeigt neonatale Kardiozyten) gelöst und in die
Chemolumineszenzreaktion eingesetzt. Die von dem Gerät angezeigten Werte sind in RLU
(Relative Light Units) angegeben. Der RLU-Wert entspricht der Anzahl der direkt gemessenen
Lichtimpulse / 10 x RLU-Faktor (vom Hersteller vorgegeben). Mit Hilfe der Kurve können
RLU-Werte direkt in ng β-Galaktosidase umgerechnet werden: RLU / ng β-Galaktosidase. Die
gemessenen RLU-Werte sind zelltypspezifisch und wurde daher im Lysat jedes Zelltyps
ermittelt. Innerhalb eines Zelltyps wurde eine reproduzierbare Steigung der Kalibrierungskurve
(+/- 10 %) beobachtet.
4.22 Transgene  Mäuse
Ziel der Züchtung transgener Mäuse ist es, das in neonatalen Kardiozyten angewandte
System der tet-gesteuerten Genexpression zu etablieren. Unter Verwendung des herzspezifischen
α-MHC Promotors soll β-Galaktosidase herzspezifisch exprimiert werden. Die Expression des
Reportergens erfolgt dabei durch die Zugabe von DOX (ein tet-Derivat). Sollten diese
Experimente erfolgreich sein, so ist geplant α-MHC, welches eine FHC-relevante Mutation
enthält, in den transgenen Mäusen kontrolliert zu exprimieren. Im Zuge dieser Experimente
werden pathogene Mechanismen dieser Krankheit untersucht.-40-
4.22.1 Haltung und Verpaarung transgener Mäuse
Maximal 2-3 Mäuse wurden bei einer Temperatur von 22-23°C und einer Luftfeuchtigkeit
von 50-60% in Markolankäfigen Typ II (Bodenfläche 350 cm
2) mit Edelstahlgitter gehalten. Der
Käfigboden wurde mit Fasereinstreu von Altramin bedeckt und mit einigen Kleenextüchern zum
Nestbau bestückt. Als Nahrung diente Altramin Mäusehaltungs- und Zuchtfutter. Zum Trinken
bekamen die Tiere angesäuertes Wasser. Der Tag/Nacht-Rhythmus wurde mit Licht zwischen
7.00-19.00 Uhr und Dunkelheit zwischen 19.00-7.00 Uhr erzeugt.
Die gezielte Zucht wurde permanent monogam durchgeführt, indem ein Weibchen zum
Männchen in den Käfig gesetzt wurde. Wenn das Weibchen sichtbar tragend war, wurde es in
einem eigenen Käfig plaziert. Die Tragzeit der Mäuse beträgt 19-21 Tage und die Säugezeit ca. 3
Wochen. Die Jungtiere wurden nach dieser Zeit in neue Käfige umgesetzt.
4.22.2 Etablierung transgener Mauslinien durch Mikroinjektionen
Transgene Mäuse wurden durch Injektionen von DNA in den Pronucleus von FVB / N
Oozyten etabliert (Palmiter at al., 1982; Wassarman et al., 1993; Hogan et al., 1994). Durch
Einzelinjektionen wurden transgene Mäuse hergestellt, die entweder das tetR-Gen (tetR-Mäuse)
oder das lacZ-Gen (lacZ-Mäuse) integriert hatten. Durch „Ko-Injektion“ beider Konstrukte
wurden transgene Mäuse etabliert, die beide Transgene enthielten. Beiden Transgenen war der
α-Myosin Heavy Chain Promoter (α-MHC Promotor) vorgeschaltet. Damit sollte die Expression
der Testgene auf das Herz beschränkt werden. Die Injektionen wurden vom Servicelabor des
Max-Planck-Institutes für physiologische und klinische Forschung in der Arbeitsgruppe Dr.
Müller-Holtkamp durchgeführt.
Die Transgene wurden mit dem Restriktionsenzym Not I aus dem Vektor restringiert. Die
linearisierten DNA-Fragmente wurden nach einer Gelelektrophorese von der Agarose abgetrennt
und gereinigt (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, s. Methoden). Durch Mikroinjektion in
Pronuclei befruchteter Eizellen von Mäusen wurden die Transgene (1-3 µg / ml; ~100-300
Kopien / pl) an zufälligen Stellen des Genoms integriert. Nach Verpaarung mit vasektomierten
Männchen wurden die Oocyten in den Eileiter von „pseudoschwangeren“ Weibchen
retransferiert. Die sich daraus entwickelten „transgenen“ Mäuse (10-20% der Nachkommen)
bestanden zu einem großen Anteil aus „transgenen“ Zellen. Befanden sich unter diesen Zellen
Keimzellen, so wurden die Transgene an die nächste Generation weitergegeben. Die transgenen
Mauslinien wurden in FVB-Inzucht-Stämmen etabliert und propagiert.-41-
4.22.3 Isolierung genomischer DNA aus transgenen Mäusen
DNA wurde aus Schwanzspitzengewebe („tail-cuts“) von 2 Wochen alten, neugeborenen
Mäusen gewonnen. Dazu wurden 0,5-1 cm der Schwanzspitze gekappt und in eiskaltem PBS
gewaschen. Über Nacht wurde das Gewebe in 300 µl Lysepuffer (s.u.) verdaut. Die Proben
wurden bei 55°C unter starkem Schütteln inkubiert. Nach ca. 12-14 h wurden die Proteine durch
Erhitzen auf 95°C (20 min) inaktiviert. In einer Tischzentrifuge wurde der Debris Bei 6000 rpm
abzentrifugiert. Der Überstand wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C eingefroren.
Ansatz Lysepuffer: 50 mM KCl
1,5 mM MgCl2
10 mM Tris-HCl pH 8,3
0,45 % IGPAL C-630
0,45 % TWEEN 20
100 µg / ml Proteinase K
4.22.4 Analyse genomischer DNA aus transgenen Mäusen
Transgenspezifisches DNA-Fragmente wurden durch Amplifikation (PCR) nachgewiesen.
Bei der Analyse von Mäusen, die nach Einzelinjektion das lacZ-, bzw. tetR-Gens enthielten,
wurde wie folgt vorgegangen:
Für das lacZ-Gen (α-MHCp/tetO/lacZ/hgh) wurde ein Forward-Primer (1756) aus einem
proximalen Bereich des α-MHC Promotors gewählt, ein Reverse-Primer (1884) vom 5‘-Ende
des endogenen α-MHC Gens und ein transgenspezifischer Reverse-Primer (1885) des lacZ-
Gens. Unter Verwendung der drei Primer wurden bei der anschließenden PCR in einem Schritt
zwei Fragmente amplifiziert (Abb. 5 a). Das erste PCR-Fragment (318 bp) enthielt einen Teil des
endogenen α-MHC Promotors und ein Fragment am 5‘-Ende des endogenen α-MHC Gens.
Diese Amplifikation diente als Qualitätskontrolle der DNA. Damit wurde die DNA-Ausbeute im
Lysat indirekt quantitativ evaluiert. Das zweite transgenspezifische Fragment bestand aus einem
Teil des transgenen α-MHC Promotors vom 3‘-Ende und einem Teilstück des lacZ-Gens (548
bp). Die amplifizierten Fragmente wurden anschließend nach Gelelektrophorese sichtbar
gemacht.
Zum Nachweis des tetR-Gens (α-MHCp/tetR/hgh) in Schwanzspitzenlysaten wurden drei
Primer ausgewählt. Analog zum Nachweis des lacZ-Gens wurden in einer PCR-Reaktion zwei
DNA-Fragmente gleichzeitig amplifiziert (Abb. 5 b). Der Forward Primer 1756 vom 3‘-Ende des
α-MHC Promotors begrenzte beide Fragmente am 5‘-Ende. Zusammen mit dem Reverse-Primer
1884 vom 5‘-Ende des endogenen α-MHC Gens wurde ein endogenes DNA-Fragment (318 bp)-42-
amplifiziert und diente der quantitativen Kontrolle der DNA in Schwanzspitzenlysaten. Mit dem
Forward-Primer 1756 und dem dritten Primer 1741a vom 5‘-Ende des tetR-Gens wurde ein
transgenspezifisches DNA-Fragment (701 bp) amplifiziert, dessen Anwesenheit die erfolgreiche
Integration des Transgens in das Genom der Maus anzeigte. Die amplifizierten Fragmente
wurden anschließend nach Gelelektrophorese sichtbar gemacht.
In einigen Experimenten wurden Mäuse aus Zygoten erhalten, in die das lacZ-Gen und
tetR-Gen gleichzeitig injiziert worden waren. Zum Nachweis der kotransfizierten DNA-
Konstrukte wurde eine PCR durchgeführt, bei der von beiden Transgenen spezifische DNA-
Fragmente amplifiziert wurden (Abb. 5 c). Dabei wurden jeweils DNA-Fragmente am 3‘-Ende
der Transgene amplifiziert, die in die hgh-Sequenz hineinreicht. Da beide Gene an ihrem 3‘-
Ende eine hgh-spezifische Sequenz enthielten, konnte für beide Amplicons ein einheitlicher
Reverse-Primer (1457) verwendet werden. Für den Nachweis des tetR-Transgens diente als
Forward-Primer das Oligonukleotid 1740a und für das lacZ-Gen 1793. Das PCR-Produkt des
lacZ-Gens war 730 bp, das Produkt des tetR-Gen war 837 bp lang. Die amplifizierten Fragmente
wurden anschließend nach Gelelektrophorese sichtbar gemacht.-43-
Abbildung 5 a-c: Nachweis von Transgenen in Schwanzspitzenlysaten transgener Mäuse; PCR-
Produkte und verwendete Primer zum Nachweis der Transgene des tetR/tetO-Systems in
Mäusen. Die Transgene wurden durch PCR-Reaktionen in den Schwanzspitzenlysaten
nachgewiesen. Schematisch dargestellt sind die PCR-Produkte zum Nachweis (a) des lacZ
Transgens, (b) des tetR-Transgens und (c) für beide Transgene bei gleichzeitiger Injektion in die
Oozyte einer Maus. Zur Qualitätskontrolle der Lyse wurden in a und b zusätzlich endogene
DNA-Abschnitte amplifiziert. (hgh = Polyadenolierungssignal des menschlichen hgh-Gens;
1457, 1740a, 1741a, 1756, 1793, 1884, 1885 = laborinterne Bezeichnung verwendeter Primer,
siehe auch Anhang 9.1).
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a.  PCR-Produkte zum Nachweis des lacZ-Gens in transgenen Mäusen
b.  PCR-Produkte zum Nachweis des tetR-Gens in transgenen Mäusen
c.  PCR-Produkte zum Nachweis beider Transgene in Mäusen-44-
4.22.5 X-gal Färbung von Organen und histologischen Schnitten transgener Mäuse
Um das Expressionsmuster des α-MHC Promotors in den Organen transgener Mäuse zu
untersuchen, wurden lacZ-Mäuse (s.o.) durch eine Überdosis Anesthetikum getötet. Zunächst
wurde das Herz frei präpariert und über den linken Ventrikel kannuliert. Dann wurde mit 15 ml
PBS (1x) und dann mit 50 ml Vorfixierlösung (3 % Paraformaldehyd in PBS) perfundiert. Nach
nochmaligem Perfundieren mit 1x PBS (5 min) wurden die Organe herauspräpariert und 3x 5
min mit PBS (1x) gewaschen.
Um das ganze Organ mit X-gal zu färben, wurden sie bei 37°C über Nacht mit 0,1 % X-
gal-Lösung (0,1 % X-gal, 5-Brom-4-Chlor-indoxyl-β-D-galaktosid; 1 mM MgCl2; 150 mM
NaCl; 3,3 mM K4Fe(CN)6; 3,3 mM K3Fe(CN)6; 10 mM Natriumphosphat, pH 7,0) inkubiert.
Dabei färbten sich Zellen, die β-Galaktosidase exprimiert hatten, blau. Nach dem Färben wurden
die Organe mit PBS (1x) gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 2 % Paraformaldehyd- und 0,1
% Glutaraldehydlösung in PBS fixiert. Die Organe wurden nochmals mit PBS (1x) gewaschen
und unter einem Binokular fotografiert.
Für die histologische Analyse der Herzen wurde das herauspräparierte Organ über eine
Zuckergradienten equilibriert. Mit einem Mikrotom (Tissue-Tek) wurden 10-20 µm dicke
Gefrierschnitte angefertigt und auf Objektträger platziert. Die Gewebeschnitte wurden in 2 %
Paraformaldehyd in PBS vorfixiert und mit PBS (1x) gewaschen. Bei 37°C wurden die Schnitte
dann mit 0,1 % X-gal-Lösung (s.o.) über Nacht inkubiert. Dabei färbten sich Zellen, die β-
Galaktosidase exprimiert hatten, blau. Nach dem Färben wurden die Schnitte mit PBS (1x)
gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 2 % Paraformaldehyd- und 0,1 % Glutaraldehydlösung in
PBS fixiert. Die Gewebeschnitte wurden nochmals mit PBS (1x) gewaschen und unter einem
Mikroskop fotografiert.
4.23 Statistik
Aus den einzelnen Werten von Messreihen wurde der Mittelwert gebildet und der
Standardfehler (SEM=“standard error of mean“) berechnet. Zum Vergleich der Mittelwerte
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgeführt (Annova und Bonferroni-Test). Waren
die Vorraussetzungen dafür nicht gegeben wurden die Gruppen mit dem Kruskal-Wallis- und
Dunn’s-Test verglichen.-45-
5 Ergebnisse
Die vorliegende Arbeit besteht aus vier experimentellen Teilen. Für die
Transfektionsexperimente mussten in der ersten Phase der experimentellen Arbeiten genetische
Konstrukte kloniert werden.
Darauf folgten im zweiten Teil Experimente, die dazu dienten, die Transfektionstechnik
mit der Helios Gene Gun (HGG) von BioRad zu testen und zu optimieren. Es wurde durch eine
Reihe von Experimenten mit kultivierten COS1-Zellen, L6 Myoblasten und neonatalen
Kardiozyten die transiente Transfektion mit der HGG und des Reportergens β-Galaktosidase
unter Verwendung eines neuen, selbst entwickelten Protokolls optimiert und standardisiert. Bei
allen drei Zelltypen konnte die Transfektionseffizienz im Vergleich zum Standard Protokoll
gesteigert werden.
Unter Anwendung dieser Transfektionstechnik wurde das native tetR/tetO-System zur tet-
kontrollierten Expression eines Transgens ebenfalls in kultivierten COS1-Zellen, L6 Myoblasten
und neonatalen Kardiozyten getestet. Es konnte gezeigt werden, dass das Reportergen β-
Galaktosidase mit dem tet-Derivat DOX steuerbar exprimiert wurde und dass dies auch unter
Verwendung der genetischen Konstrukte, die in transgenen Mäusen zur Anwendung kommen
sollen, möglich ist.
Im der letzten Phase wurde damit begonnen, transgene Mauslinien mit einigen dieser
genetischen Konstrukte zu etablieren und das Expressionsmuster des α-MHC Promotors in
Verbindung mit dem Reportergen β-Galktosidase zu untersuchen.
5.1  Klonierung genetischer Konstrukte
Neben den kommerziell erhältlichen Konstrukten des native tetR/tetO-Systems aus dem T-
REx Kit (Invitrogen), wurden für die Experimente in neonatalen Kardiozyten und transgenen
Mäusen weitere genetische Konstrukte kloniert:
1. α-MHCp/tetR/hgh: Zur herzspezifischen Expression des tetR in
neonatale Kardiozyten und transgenen Mäusen.
2. α-MHCp/tetO/lacZ/hgh: Zur herzspezifischen Expression von β-
Galaktosidase in neonatale Kardiozyten und
transgenen Mäusen. Zwischen Promotor und
Reportergen (lacZ) befinden sich tetO-Sequenzen,
an die tetR binden kann.-46-
3. α-MHCp/tetO/α-MHC-WT/hgh: Zur herzspezifischen Expression von α-Myosin in
neonatalen Kardiozyten und transgenen Mäusen.
Zwischen Promotor und der α-MHC cDNA
befinden sich tetO-Sequenzen, an die tetR binden
kann.
4. α-MHCp/tetO/α-MHC-MUT/hgh: Zur herzspezifischen Expression eines mutierten α-
Myosins (∆E927) in neonatale Kardiozyten und
transgenen Mäusen. Zwischen Promotor und der α-
MHC cDNA befinden sich tetO-Sequenzen, an die
tetR binden kann.
5.1.1 Konstrukte  zur  tet-kontrollierten Expression von β-Galaktosidase in neonatalen
Kardiozyten und transgenen Mäusen
Um das Prinzip der tet-kontrollierten Genexpression zu demonstrieren, wurden zunächst
COS1-Zellen, L6 Myoblasten und neonatale Kardiozyten mit den Konstrukten aus dem T-REx
Kit transfiziert. Um das Reportergen β-Galaktosidase herzspezifisch zu exprimieren und unter
die Kontrolle des tetR zu stellen, wurden Konstrukte benötigt, deren Gene (tetR und lacZ) unter
die Kontrolle des herzspezifischen α-MHC Promotors gestellt wurden (Abb. 6).
Freundlicherweise überließ uns J. Robbins (Cincinnati, USA) ein Plasmid (pBS II sk+, im
folgenden JR-Plasmid genannt), welches den herzspezifischen α-MHC Promotor und die ersten
3 nicht kodierenden Exons sowie Intron 1 und 2 des murinen α-MHC Gens enthält. Zusätzlich
beinhaltet dieser Vektor die Sequenz des humanen Wachstumshormons (hgh) als
Polyadenylierungssignal und eine MCS zwischen Promotor und hgh  mit den
Restriktionsschnittstellen (RS) für Sal I  und Hind III  . Unter Verwendung des Plasmids
pcDNA/TR  (T-REx Kit, Invitrogen) wurde zunächst über eine PCR die Sequenz des tetR (620
bp) amplifiziert und in den pCR Blunt II TOPO
-Vektor integriert. Dabei wurden zwei Primer
verwendet (1740-Sal I und 1741-Hind III), die jeweils die Schneidesequenzen für Sal I und Hind
III (an den Enden des Fragments, 663 bp) enthalten. Über diese Sequenzen wurde die tetR-
Sequenz in die MCS des JR-Plasmids integriert. Das neu entstandene Plasmid wurde mit α-
MHCp/tetR/hgh bezeichnet (Abb. 7).
Um zwei tetO-Sequenzen und das lacZ-Gen in das JR-Plasmid zu klonieren, wurde
zunächst eine PCR mit pcDNA4/TO/lacZ  (T-REx Kit, Invitrogen) durchgeführt (1794-Nde I
und 1762). Das amplifizierte PCR-Fragment (1157 bp), welches zwei tetO-Sequenzen (je 19 bp
Länge, 5‘-tcc cta tca gtg ata gag a tc tcc cta tca gtg ata gag a) enthält, wurde zunächst mittels
TOPO-Klonierung in den pCR Blunt II TOPO
-Vektor integriert. Mit Hilfe von Nde I und Sal I
wurde dieses Fragment in das JR-Plasmid zwischen den α-MHC Promotor und das nicht-47-
kodierende Exon 1 des α-MHC Gens eingefügt (die Sal I -RS stammt aus der MCS-Sequenz).
Da sich der Umgang mit der über 3 kb langen Sequenz des lacZ-Gens als schwierig erwies,
wurde diese aus dem Plasmid pcDNA4/TO/lacZ über zwei PCR Reaktionen (Fragment 1, 1616
bp): 1763-Sal I und 1764; Fragment 2, 1561 bp): 1765 und 1766a-Hind III) amplifiziert und die
beiden Fragmente jeweils in den pCR Blunt II TOPO
-Vektor integriert. Dabei waren die Primer
so gewählt, dass am 5‘-Ende des Gens eine Sal I-RS und am 3‘Ende eine Hind III-RS entstand.
In einer einzigen Ligation wurden diese beiden Fragmente über die RS Sal I, BssH II und Hind
III in das JR-Plasmid, welches die tetO-Sequenzen bereits enthält, integriert. Über die RS Sal I
und  Hind  III  wurden die lacZ-Fragmente mit dem Vektor verbunden, während über die
gemeinsame RS BssH II die lacZ-Fragmente untereinander zusammen gefügt wurden. Das
konstruierte Plasmid wird im Folgenden α-MHCp/tetO/lacZ/hgh genannt (Abb. 8).
α-MyHC Promotor tetR  hgh






I -  6821 bp
II -  9375 bp
tetR (657 bp) angetrieben durch den kardialen α-MHC Promotor
Das lacZ Gen (β-Galaktosidase, 3150 bp) unter Kontrolle des α-MyHC Promotors und des










           TATA Box tetO tetO exon 1
GGGATATAAAGGGGCTGGATCCCTATCAGTGATAGAGA TCTCCCTATCAGTGATAGAGA GCACTGAGAGCTGTC
Abbildung 6: tetR/tetO-System mit integriertem α-MHC Promotor; Schematische Darstellung
der DNA-Fragmente, mit denen die herzspezifische, tet-kontrollierte Expression von β-
Galaktosidase in neonatalen Kardiozyten und transgenen Mäuse getestet wurde. (I) DNA mit
Information für den α-MHC Promotor, mit dessen Hilfe das Gen für den tetR reguliert werden
sollte. (II) Das zweite Konstrukt enthält nach dem α -MHC Promotor zwei
hintereinanderliegende tetO-Sequenzen und die Sequenz des lacZ Gens enthält. Sowohl dem
tetR-Gen als auch nach dem lacZ Gen sind je ein Polyadenolierungssignal (hgh = human growth
hormone) angefügt.-48-
Abbildung 7: Klonierungsstrategie des tetR in das JR-Plasmid; Schematische Darstellung der
Klonierung des tetR zwischen den α-MHC Promotor und das Polyadenylierungssignal hgh. Das
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Abbildung 8: Klonierungsstrategie des tetO und des lacZ-Gens in das JR-Plasmid;
Schematische Darstellung der Klonierung des Reportergens lacZ  zwischen den α-MHC
Promotor gefolgt von zwei tetO-Sequenzen und dem Polyadenylierungssignal hgh. Das
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5.1.2  Klonieren der cDNA des murinen α-Myosins (Schwere Kette)
Für die Klonierung der murinen α-MHC cDNA (5924 bp ) wurden zwei verschiedene
Vorgehensweisen kombiniert. Zunächst wurde versucht, die cDNA des murinen α-MHC oder
Teilfragmente davon über das RZPD (Resourcen Zentrum-Primär Datenbank des deutschen
Human Genom Projektes, Berlin) zu erhalten. Parallel wurde mRNA aus den Herzen von
Mäusen isoliert. Diese diente der Herstellung einer α-MHC cDNA in einer RT-PCR Reaktion.
Die gesamte Klonierung der α-MHC cDNA ist schematisch in Abb. 9 dargestellt.
Ein vom RZPD erhaltener Filter (eine Nylonmembran) enthielt in einem
Koordinatensystem 35 000 aufgespottete Plasmide von cDNA-Klonen einer BALB/c-Mausherz
cDNA Bibliothek (Filter: Nr. 422). Der Filter wurde mit Digoxygenin markierten PCR-
Produkten von Exon 3 und 32 des humanen β-MHC Gens hybridisiert. Dabei wurden vier
positive Klone identifiziert, die als Stab-Kulturen über das RZPD bezogen wurden. Die cDNAs
wurden als Inserts im Vektor pSPORT I  geliefert. Die Plasmid-DNA wurde zunächst mit
universellen Primern ansequenziert. Alle vier Klone enthielten als Insert Fragmente des 3‘-Endes
der cDNA des α-MHC Gens in variabler Länge. Das längste dieser Fragmente, im Folgenden T3
genannt, war 2130 bp lang. Unter Verwendung der RS Kpn I und Hind III wurde T3 zunächst aus
pSPORT I geschnitten und in den Vektor pBS II sk+ umkloniert. Zur Kontrolle wurde T3
vollständig sequenziert. Durch eine PCR-Reaktion bei der in den Reverse-Primer 1709 (der
zugehörige Forward-Primer war 1687) die Sequenz einer c-myc Markierung („c-myc tag“, Länge
30 bp) vor dem Stopcodon und eine unmittelbar darauf folgende Hind III Schnittstelle integriert
war, wurde ein modifiziertes Fragment (688 bp) des 3‘-Endes von T3 hergestellt. Dieses
Fragment wurde durch TOPO-Klonierung in den pCR Blunt II TOPO Vektor integriert und in
Top10 kompetente Zellen transformiert. Über die RS Hind III und SexA I wurde das modifizierte
3‘-Ende dieses Fragments (243 bp) restringiert und anstelle der ursprünglichen Sequenz in T3
integriert. Die c-myc Markierung dient in weiterführenden Experimenten dazu, das exprimierte
transgene α-Myosin zu identifizieren und vom endogenen α-Myosin zu unterscheiden.
Da mit T3 die cDNA des murinen α-Myosin noch nicht komplett vorlag, wurde parallel
mRNA aus den Herzen von Mäusen isoliert. In RT-PCR-Synthesen wurden mit α-MHC
spezifischen Primern (1641 / 1644 und 1645 / 1648) cDNAs hergestellt. Die Primer waren so
ausgewählt, dass zwei Teilfragmente der cDNA des α-MHC erhalten wurden, die den
verbliebenen Teil des Gens abdeckten, welche nicht über das RZPD bezogen werden konnten
(im weiteren Verlauf vom 5‘ nach 3‘ T1 und T2 genannt). Über den Primer 1648 wurde vor dem-51-
Startcodon am 5‘-Ende von T1 eine Sal I-RS eingeführt. T1 und T2 wurden mittels TOPO-
Klonierung in den Vektor pCR Blunt II TOPO  kloniert und zur Kontrolle sequenziert.
Anschließend wurden T1 mit Sal I und Age I und T2 mit Age I und PflM I aus dem Vector
pCR Blunt II TOPO herausgeschnitten. Gleichzeitig wurde T3, welches in dem Vektor pBS II
sk+ integriert ist, mit PflM I und Sal I restringiert. In der darauf folgenden Ligation wurden in
einem Schritt T1 und T2 über die gemeinsame RS Age I zusammengefügt. Dieses Produkt wurde
dann über die RS Sal I und PflM I mit T3 und pBS II sk+ verbunden. Das Ergebnis dieser
Klonierung war die komplette cDNA Sequenz (5924 bp) ohne die drei ersten nicht kodierenden
Exons des α-MHC Gens. Am 3‘-Ende enthielt diese Sequenz c-myc Markierung direkt vor dem
Stopcodon und eine künstliche Hind III–RS am 3‘-Ende. Am 5‘-Ende enthielt die cDNA
ebenfalls eine über PCR eingeführte Sal I-RS.
Die α-MHC cDNA wurde über die RS Sal I und Hind III in das JR-Plasmid, in das vorher
zwei tetO-Sequenzen (s.o) von je 19 bp Länge kloniert wurden, eingefügt (siehe Abb. 8). Das
resultierende Konstrukt (im folgenden α-Myosin WT genannt) enthielt folgende Elemente: den
α-MHC Promotor gefolgt von der kompletten cDNA-Sequenz des murinen α-MHC Gens mit
zwei vor dem Startcodon integrierten tetO-Sequenzen. Direkt vor dem Stopcodon wurde eine c-
myc Markierung integriert. Zusätzlich folgt auf die cDNA-Sequenz des α-MHC Gens ein hgh
Polyadenylierungssignal. Das gesamte Konstrukt (13059 bp) kann mit Not I aus dem Vektor
geschnitten werden. Durch Injektion in Oozyten von Mäusen können mit dieser DNA transgene
Mauslinien etabliert werden, die ein transgenes α-Myosingen herzspezifisch exprimieren.-52-
Abbildung 9: Klonierungsstrategie α-Myosin WT. Schematische Darstellung der Klonierung der
α-MHC cDNA und Integration des Gens zwischen den α-MHC Promotor gefolgt von zwei tetO-
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5.1.3  Mutagenese der FHC-relevanten Mutation in die α-MHC cDNA
In die cDNA des murinen α-MHC Gens wurde in Exon 23 (Codon 927/928) eine
Dreibasenpaardeletion (GGA) eingeführt. Diese ist analog einer Mutation im β-MHC Gen, die in
einer indischen Familie zu einer schweren Form der FHC führt. Resultat der Mutation ist der
Verlust (Deletion) eines Glutaminsäurerestes in Position 927 (∆E927) (Waldmüller et al., 1999;
Sakthivel et al., 2001).
Als Template-DNA für die Konstruktion von mutatierten Fragmenten diente das Plasmid
T3 mit dem 2130 bp langen 3‘-Ende der α-MHC cDNA (Abb. 9). Dazu wurden auf der 5‘- und
der 3‘-Seite des Codons 927 zwei RS identifiziert (Xho I und PflM I), die in der T3-Sequenz
jeweils  nur einmal schneiden. Diese RS liegen in nicht allzu großer Entfernung von der zu
klonierenden Mutation (Xho I ca. 500 bp 5‘ vom Codon 927, PflM I ca. 1,1 kb 3‘ zu diesem
Codon). Mit Hilfe dieser Restriktionsenzyme wurden in vitro mutierte Fragmente später in die
WT-DNA eingefügt. Die Mutagenese von ∆E927 ist in Abb. 10 schematisch dargestellt.
Für die Herstellung der Deletionsfragmente wurden vier Primer benutzt, mit deren Hilfe
zwei überlappende PCR - Produkte hergestellt wurden (PCR-Bedingungen: siehe 4.7). Zunächst
wurde mit Hilfe der Primer 1681 (forward) und 1732 (reverse) von der Position der Mutation aus
gesehen ein 5‘-ständiges (N-terminales) PCR - Fragment (Fragment 1: 600 bp) amplifiziert. Der
Primer 1732 (31-mer) war so gewählt, dass er zu der Region des Codons 927 komplementär war.
In der Mitte des Primers fehlten die Nukleotide CCT der ∆E927 des humanen β-Myosin der
indischen Familie entsprechend. Durch Amplifikation wurde die Mutation im 3‘-ständigen Teil
der PCR-Fragmente eingeführt. Nach der gleichen Methode wurde parallel eine zweite PCR-
Reaktion mit dem Primer 1731 (forward) und 1641 (reverse) durchgeführt. In dieser PCR-
Reaktion war der forward-Primer (1731) komplementär zur Deletionsregion 927/928 in der
murinen  α-MHC cDNA. Durch Amplifikation wurde ∆E927 in die resultierende PCR-
Fragmente fixiert. Dadurch entstand ein von der Mutation aus gesehenes 3‘-ständiges PCR-
Fragment (Fragment 2: 1273 bp), welches die Deletion am 5‘-Ende enthält. Anschließend
wurden die beiden Fragmente (Fragment 1 und 2) mit den Deletionen am 3‘- und 5‘-Ende durch
Gelextraktion isoliert und gereinigt.
Im zweiten Schritt wurden die gereinigten PCR-Produkte zusammen mit der PfuTurbo

DNA Polymerase in einem 100 µl-Ansatz (10 µl Reaktionspuffer, Stratagene (10x); 8 µl dNTP-
Mix (je 25 mM), 1 U PfuTurbo
 DNA Polymerase, Stratagene; 40 µl Fragment 1; 40 µl
Fragment 2) gemischt. Nach der Denaturierung (4 min / 94°C) folgte eine 1 min Annealingphase
bei 57°C. Die Synthese der DNA-Fragmente erfolgte 10 min bei 72°C. Bei dieser Reaktion
entstanden partielle Duplex-DNAs. Die an ihren 3‘-Enden partiell doppelsträngigen Moleküle-54-
dienten als Ausgangssubstrate für eine Auffüllreaktion. Dabei entstanden Mutationsfragmente
mit einer Länge von 1842 bp. Diese wurden mit endständigen Primern (1681 und 1641) über
eine PCR-Reaktion vervielfältigt (50 µl Ansatz: PCR Bedingungen wie in Schritt 1). Nach
Gelextraktion wurde das Mutationsfragment mittels TOPO-Klonierung in den pCR-Blunt TOPO
II-Vektor integriert und in TOP10 kompetente Zellen transformiert. Ein Mutationsfragment mit
korrekter Sequenz wurde mit Xho I und PflM I geschnitten und anstelle der WT-Sequenz in die
murine α-MHC cDNA (α-Myosin WT; Abb. 9) integriert. Die mutierte cDNA wurde dann über
die RS Sal I und Hind III in das JR-Plasmid, in das vorher zwei tetO-Sequenzen (siehe Abb. 8)
von je 19 bp Länge kloniert wurden, eingefügt. Dieses Konstrukt (α-MHC ∆E927 / c-myc) kann
mit Not I aus dem Vektor ausgeschnitten und in Mäuse-Oozyten injiziert werden.-55-
Abbildung 10: Mutagenese der α-Myosin cDNA; Schematische Darstellung der Mutagenese der
Dreibasenpaardeletion GGA / Codon 927/928 (∆E927) in die cDNA des murine α-MHC Gens.
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5.2  Transfektion von kultivierten Zellen mit der Helios Gene Gun
Das getestete System des partikelgestützten Transfers von DNA war ursprünglich an
Pflanzenzellen (Klein et al., 1987) und später an Säugerzellen (Zelenin et al., 1989; Yang et al.,
1990) durchgeführt worden. Dabei werden Wolfram- oder Goldpartikel mit DNA beschichtet
und in Zellen oder Gewebe geschossen. Nach diesem Prinzip wurden in den im Folgenden
beschriebenen Experimenten neonatale Kardiozyten aus Rattenherzen, COS1-Zellen und L6
Myoblasten transfiziert.
Ein kritischer Punkt bei der Verwendung des Helios Gene Gun-Systems von BioRad war
die Herstellung der Cartridges (= Patronen), die aus 2 cm langen Stücken eines Plastikschlauchs
(Tefzel-Schlauch; BioRad) bestanden. Diese wurden in den ersten Versuchen dem
Herstellerprotokoll folgend mit einer horizontal rotierenden Beladevorrichtung (ebenfalls von
BioRad) an ihrer Innenwand mit DNA-beladenen Goldpartikeln beschichtet. Anschließend
wurde eine modifizierte Methode der Beladung geprüft und optimiert.
5.2.1  Cartridge-Präparationen nach der Standardmethode
Zur Prüfung der Eignung des Standardprotokolls für die Herstellung der Cartridges wurden
zwei Serien von Cartridges mit radioaktiv markierter Plasmid-DNA ([α
32P]dATP) und
unterschiedlicher Goldmenge (Präparation1: 0,3 mg / Cartridge und Präparation2: 0,5 mg /
Cartridge) hergestellt. Die Versuche sollten zeigen, wie viel DNA an die Goldpartikel bindet und
bei welchen Präparationsschritten sich Verluste an DNA ergeben. Es sollte außerdem geprüft
werden, ob sich die DNA/Gold-Partikel gleichmäßig in den einzelnen Cartridges verteilen.
Radioaktiv markierte DNA wurde mit einer entsprechenden nicht markierten DNA-Probe
in 20-fachem Überschuss verdünnt. Zu Beginn der Cartridgepräparationen wurde die Çerenkov-
Strahlung der gesamten eingesetzten DNA gemessen. Sie betrug in Präparation1 2,6 x 10
6 cpm
bzw. in Präparation2 1,35 x 10
6 cpm. Während der Präparation wurden zur Bestimmung der
Çerenkov-Strahlung Proben entnommen, um die DNA-Verluste der einzelnen Präparations-
schritte zu ermitteln (Tab. 1). In beiden Präparationen zeigte sich eine Reduzierung der
Çerenkov-Strahlung von durchschnittlich 36 +/-2 % (n=2). Die stärkste Abnahme an
Radioaktivität entstand nach dem Fällen der DNA/Gold-Partikel in der Spermidinlösung mit
CaCl2. In Präparation1 nahm die Çerenkov-Strahlung um 9,6 %, in Präparation2 um 14,8 % ab.
Während der drei anschließenden Ethanolwaschschritte reduzierte sich die gemessene Strahlung
in Präparation1 um insgesamt 1,0 %. In Präparation2 verminderte sich nach dem Waschen mit
Ethanol die Çerenkov-Strahlung um 3,7 %. Beim Abnehmen des PVP / Ethanol-Überstands aus
dem Schlauch in der Tubing-Prep Station nahm die Çerenkov-Strahlung in Präparation1 um 0,1-57-
% und in Präparation2 um 2 % ab. Die gemessenen Werte zeigten, dass in beiden Präparationen
ca. 64 +/-2,2 % (n=2) der eingesetzten DNA an das Gold bindet. Summiert man diesen Wert und
die Verluste der einzelnen Präparationsschritte, so verblieb eine Differenz von 27,7 % in
Präparation1 bzw. 13,6 % in Präparation2. Diese Diskrepanz ist wahrscheinlich auf
Quenchingeffekte oder nicht untersuchte DNA-Veluste während der Präparation zurückzuführen.
Nach der Präparation wurden die Cartridges beider Präparationen einzeln auf ihre radioaktive
Strahlung hin untersucht, um die gleichmäßige Verteilung der Gold / DNA-Partikel pro
Cartridge zu prüfen. Für Präparation1 wurden durchschnittlich 18007 +/-2701 cpm (n=28) pro
Patrone gemessen. In Präparation2 schwankte die Çerenkov-Strahlung um den Mittelwert 11999
+/-1080 cpm (n=28). Die Verteilung der DNA/Gold-Partikel beider Präparationen schwankte in
den einzelnen Cartridges um durchschnittlich 12 % um den Mittelwert.
Tabelle 1: Gemessene Çerenkov-Strahlung der DNA-Verluste von zwei Cartridge-Präparationen









Ausgangs-DNA 2,6 x 10
6 1,35 x 10
6
CaCl2-Fällung 0,25 x 10
6 9,6 0,2 x 10
6 14,8
Ethanolwaschschritt 1 0,0054 x 10
6 0,2 0,011 x 10
6 0,8
Ethanolwaschschritt 2 0,0175 x 10
6 0,6 0,018 x 10
6 1,3
Ethanolwaschschritt 3 0,0046 x 10
6 0,2 0,021 x 10
6 1,6
PVP/Ethanol-Überstand 0,0034 x 10
6 0,1 0,026 x 10
6 2,0
Verluste (gesamt) -- 10,8 -- 20,4




6 61,5 0,89 x 10
6 65,9
Bei der Anwendung des Standardprotokolls zur Herstellung der Cartridges trat immer ein
Problem auf. Nachdem die DNA/Gold-Suspension in den horizontal eingeführten Tefzel-
Schlauch in der Tubing-Prep Station eingefüllt wurde, setzten sich die Gold-Partikel am Boden
des Schlauchs ab. Wurde nun die horizontale Rotation eingeschaltet, verteilten sie sich nicht
gleichmäßig an der Innenwand des Schlauchs, sondern blieben als abgesetzter „Goldstreifen“ am
Boden des Tefzel-Schlauchs haften. Durch Variation der PVP-Konzentration, wie vom
Hersteller für diesen Fall empfohlen, konnte das Problem nicht gelöst werden. Obgleich bei 0,03
mg PVP pro ml Ethanol die beste Goldverteilung beobachtet wurde, war das Ergebnis nicht
zufriedenstellend. Bei der Verwendung dieser Cartridges zeigte sich, dass sich die DNA/Gold-
Partikel durch den Heliumgasstoß nicht vollständig von der Cartridge lösten und auf die Zellen
gelangten, was nach der Verwendung als deutlich zu erkennende braune Schicht innerhalb der-58-
Patrone zu sehen war. Ein Teil der DNA/Gold-Partikel ging somit für das Transfektions-
experiment verloren.
Bei Vorversuchen wurden Kulturen von COS1-Zellen und L6 Myoblasten mit dem
Kontrollplasmid  pSV-β-gal transfiziert. Dabei zeigte sich eine schlechte Verteilung der
DNA/Gold-Partikel auf den beschossenen Zellen. Dies wurde durch Inspektion der Zellen unter
einem Lichtmikroskop nach der Transfektion, bei der die Goldpartikel sichtbar waren, deutlich.
Während sich ein Großteil der Goldladung im Zentrum der Zellkulturschale befand, nahm die
Goldkonzentration pro Fläche zum Rand hin deutlich ab. Als Folge dieser ungleichmäßigen
Verteilung wurden die Zellen im Zentrum der Zellkulturschale durch die hohe
Goldkonzentration zerstört. Andere Bereiche hingegen, besonders am Rand der Zellkulturschale,
wurden von den DNA/Gold-Partikeln nicht erreicht und waren folglich kaum transfiziert.
Diese Ergebnisse zeigen, dass mit durchschnittlich 64 % der eingesetzten DNA an die
Goldpartikel binden. Die Verluste von über 30 % sollten allerdings bei der Planung der
Transfektionsexperimente berücksichtigt werden. Ein weiterer kritischer Punkt ist die
ungleichmäßige Verteilung der DNA in den einzelnen Cartridges. Eine Standardabweichung von
12 % der gemessenen Werte kann bedeuten, dass sich bei einer geplanten DNA-Konzentration
von 1 µg / Cartridge in einer der Patronen nur 0,88 µg und in einer weiteren 1,12 µg DNA
befand. Dieser Umstand erschwerte die Interpretierbarkeit von Transfektionsergebnissen
erheblich. Die ungleichmäßige Verteilung der DNA/Gold-Partikel innerhalb einer Cartridge, die
zu weiteren unkalkulierbaren DNA-Verlusten führte, wirkt sich dabei zusätzlich negativ aus. Die
massive Zerstörung nach dem Beschuss von Zellen im Zentrum der Zellkulturschale durch die
starke Konzentration von DNA/Gold-Partikeln war ein weiterer Nachteil der Standardmethode.
Es stellte sich daher die Frage, ob man durch eine Veränderung des Protokolls der
Cartridgepräparation die Schwachpunkte vermindern kann.
5.2.2  Neues Protokoll zur Herstellung von Cartridges für die Gene Gun
Um die Verluste an Gold und DNA bei der Präparation der Cartridges zu vermindern und
um eine möglichst gleichmäßige Verteilung der DNA/Gold-Partikel in den Cartridges zu
erhalten, wurde das Standardprotokoll verändert. Das neue Verfahren zur Herstellung der
Patronen sollte zusätzlich die Zerstörung von Zellen nach dem Beschuss der Zellkulturen
minimieren.
Dem Standardprotokoll folgend wurden DNA und Goldpartikel in einer Spermidinlösung
mit CaCl2 gefällt. Nach dem Abzentrifugieren wurden die DNA/Gold-Partikel gewaschen und in
Etahnol aufgenommen. Aliquots der DNA/Gold - Ethanolsuspension wurden dann einzeln direkt-59-
in die mit Parafilm verschlossenen senkrecht stehenden Patronen pipettiert. Das Gold setzte
sich dabei als dünne, gleichmäßige Schicht auf dem Parafilm ab. Diese Vorgehensweise
gewährleistete eine gute Kontrolle über die Menge an DNA/Gold-Partikeln, da es nach der
Füllung der Patronen mit konstantem Volumina der DNA/Gold-Suspension außer dem
Abdampfen des Ethanols keinen weiteren mechanischen Prozessierungsschritt gab. Insbesondere
wurden die Verluste vermieden, die nach dem Standardprotokoll beim Abziehen des Überstands
aus dem horizontal angeordneten Tefzel-Schlauch entstanden. Ferner wurde nach dem
Beschuss beobachtet, dass sich die Cartridges beim Schießen mit Helium vollständig entleerten
und sich die DNA/Gold-Partikel während der Transfektion gleichmäßiger auf der Zellkultur
verteilten. Diese vielversprechenden Beobachtungen bei der Verwendung des neuen Protokolls
zur Herstellung der Cartridges mussten im direkten Vergleich zur herkömmlichen Methode
bestätigt werden.
5.2.3  Vergleich der Eigenschaften beider Arten von Cartridges
Um zu zeigen, dass dieses neue Verfahren die Transfektionseffizienz verbessert, wurden
Patronen der Standardmethode direkt mit den Parafilm
-Patronen verglichen. Die nach der
BioRad-Methode hergestellten Cartridges werden im Folgenden als Standard-Cartridges und die
im Alternativverfahren hergestellten als Parafilm-Cartridges bezeichnet.
Zunächst wurden Versuche mit Cartridges durchgeführt, bei denen nur Gold, aber keine
DNA eingesetzt wurde. Als Zieloberfläche dienten normale Agarplatten (∅ 10 cm), wie sie sonst
für das Anzüchten von Bakterien benutzt werden. Pro Cartridge wurden 0,5 mg Gold eingesetzt.
Der Abstand zwischen Cartridge und Agarplatte betrug 4,5 cm. Die Goldpartikel wurden mit
einem Heliumdruck von 400 psi (Pounds / Square-Inch) auf die Agarplatten beschleunigt. Die
Verteilung der Goldpartikel war nach Freisetzung aus den Cartridges im Lichtmikroskop leicht
zu beurteilen. Dabei zeigte sich, dass sich bei Verwendung der Standard-Cartridges ein Großteil
des Goldes im Zentrum der Agarplatten befand. Zum Rand der Platte hin nahm die
Goldkonzentration stark ab. Mit Parafilm-Cartridges ist die Partikelkonzentration im Zentrum
auch hoch, nimmt aber nach außen langsamer und gleichmäßiger ab. Die Ergebnisse dieser
Versuche (Abb. 11) deuteten darauf hin, dass mit Parafilm-Cartridges eine bessere Verteilung
der Goldpartikel auf transfizierten Zellkulturen erreicht wird. Gleichzeitig ist zu erwarten, dass
die Zerstörung von Zellen im Zentrum der Zellkulturschale vermindert wird.
Um die Auswirkungen auf die Beschleunigung der Goldpartikel durch den
Heliumdruckstoß von Standard- und Parafilm-Cartridges zu vergleichen, wurden aus einigen
beschossenen Agarplatten mit einem Skalpell Querschnitte (Schichtdicke ca. 1 mm)-60-
herausgeschnitten. Die Agarplatten waren unter gleichen Bedingungen (0,5 mg Gold / Cartridge;
Abstand 4,5 cm; Druck 400 psi) mit beiden Arten von Cartridges beschossen worden. Die
Querschnitte wurden auf Objekträger unter ein Lichtmikroskop gebracht, um die Eindringtiefe
der Goldpartikel ausgehend von der Oberfläche der Agarschicht zu messen. Goldpartikel aus den
Standard-Cartridges drangen dabei wie in Abb. 12 a zu sehen ist bis zu maximal 0,75 mm in die
Agarschicht ein. Bei Parafilm-Cartridges waren Goldpartikel bis zu 5,5 mm in den Agar
eingedrungen (Abb. 12 b). Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Goldpartikel, die aus
Parafilm-Cartridges freigesetzt werden, durch den Heliumdruckstoß stärker beschleunigt werden







Abbildung 11: Goldverteilung nach Gene Gun-Beschuss; Bilder (Vergrößerung: 200x) der
Goldverteilung nach dem Beschuss von Agar-Agar Platten mit der Gene Gun. Bilder links:
Parafilm-Methode; Bilder rechts: Standard-Methode. Bei den Patronen, die mit der Standard-
Methode präpariert wurden, war der Großteil des Goldes in einem kleinen Bereich im Zentrum
der Agar-Agar Platte. Bei Beschuss der Test-Platte mit Patronen der Parafilm-Methode war das
Gold wesentlich gleichmäßiger über die ganze Platte verteilt, mit einer regelmäßigen Abnahme
der Goldpartikel vom Zentrum zum Rand der Platte hin.-61-
Abbildung 12 a und b: Eindringtiefe der Goldpartikel nach Gene Gun-Beschuss; Querschnitt in
200x Vergrößerung von Agar-Agar Platten im Lichtmikroskop nach dem Beschuss mit (a) einer
herkömmlichen Patrone und (b) einer Patrone, hergestellt mit der Parafilm-Methode. Die hierzu
verwendeten Patronen waren lediglich mit Gold bestückt. Die Gold-Partikel (schwarze Punkte)
sind direkt unter dem Lichtmikroskop erkennbar. Mit der Parafilm-Methode drangen die Gold-
Partikel bei sonst gleichen Bedingungen tiefer in die Agar-Agar-Schicht ein.
In den vorhergehenden Experimenten konnte die Verteilung der Goldpartikel nur
ausschnittsweise untersucht werden, da die Vergrößerung des Mikroskops eine Gesamtübersicht
über die Agarplatte (∅ 10 cm) nicht zuließ. Andererseits konnten die Goldpartikel (0,6 µm) mit
dem Auge nicht erkannt werden. Deshalb wurden Cartridges sowohl der Standard- als auch der
Parafilm-Methode unter Verwendung von Cy5-markierter Plasmid-DNA hergestellt. Die
Markierung wurde dabei über Cy5-dATP mit einer Nick-Translation in die Plasmide
eingeführt. Pro Cartridge wurden 0,5 mg Gold und 2 µg markierte Plasmid-DNA eingesetzt. Die
Goldpartikel wurden bei einem Abstand von 4,5 cm und mit einem Heliumdruck von 400 psi auf
die Agarplatten beschleunigt. Die Lichtemission (Anregungsmaximum 649 nm, Emissions-
maximum 670 nm) der angeregten Cy5-markierten Plasmid-DNA auf den Agarplatten wurde
mit dem Storm Imager 860 (Molecular Dynamics) erfasst und digitalisiert (Abb. 13). Auf den
Platten, die mit den Standard-Cartridges beschossen wurden, war zu erkennen, dass sich der
Hauptanteil der DNA/Gold-Ladung im Zentrum der Agarplatte befand (schwarzer Fleck),









Cartridges wird zwar auch ein erheblicher Teil der DNA/Gold-Partikel in der Mitte der Platte
vorgefunden. An den deutlichen grauen Zonen zum Rand der Platte hin war jedoch zu erkennen,
dass die DNA/Gold-Partikel mit den Parafilm-Cartridges gleichmäßiger verteilt wurden als mit
den Standard-Cartridges.
Standard-Methode Parafilm-Methode
Abbildung 13: DNA/Gold-Verteilung nach Gene Gun-Beschuss; Plasmid-DNA wurde mittels
einer Nick-Translation Cy5-markiert und Patronen mit der Standard- (Bilder links) und der
Parafilm-Methode (Bilder rechts) hergestellt. Mit diesen wurden Agar-Agar Platten unter
ansonsten gleichen Bedingungen beschossen und die Verteilung der DNA/Gold-Partikel mit dem
Storm-Imager (Molecular Dynamics) visualisiert. Mit der Parafilm-Methode wurde eine
gleichmäßigere Verteilung der DNA/Gold-Partikel auf den Platten erreicht.
Diese Ergebnisse und die vorangegangenen Untersuchungen stützen die Vermutung, dass
es mit den Parafilm-Cartridges im Gegensatz zu den Standard-Cartridges möglich ist, die
DNA/Gold-Partikel effektiver während eines Transfektionsexperimentes auf die kultivierten
Zellen zu beschleunigen. Es ist daher anzunehmen, dass die gleichmäßigere Verteilung und die
Negative Kontrolle-63-
stärkere Beschleunigung der DNA/Gold-Partikel zu einer Steigerung der Transfektionseffizienz
führt.
In einer Serie von Experimenten wurden mit Standard- und Parafilm-Cartridges COS1-
Zellen, L6 Myoblasten und neonatale Kardiozyten mit dem Kontrollplasmid pSV-ß-gal transient
transfiziert. Die Versuche sollten im direkten Vergleich bestätigen, dass mit den Parafilm-
Cartridges im Gegensatz zu Standard-Cartridges eine Steigerung der Transfektionseffizinz
beobachtet werden kann.
Dazu wurden je vier 6-Well-Platten (24 Kulturschalen je ∅ 3,5 cm) jedes Zelltyps
kultiviert. COS1-Zellen und L6 Myoblasten wurden bei Konfluenz transfiziert. Neonatale
Kardiozyten wurden mit einer Zellkonzentration von 0,4 x 10
6 Zellen / ml Medium ausplattiert
und am folgenden Tag transfiziert. Es wurden Cartridges sowohl nach der Standard- wie auch
nach der Parafilm-Methode hergestellt. Alle verwendeten Cartridges enthielten 0,5 mg
Goldpartikel (∅ 0,6 µm) und waren mit 1 µg des Kontrollplasmids pSV-β-gal beschichtet.
COS1-Zellen und L6 Myoblasten wurden mit einem Heliumdruck von 400 psi und neonatale
Kardiozyten mit 450 psi transfiziert. Der Abstand zwischen Zellen und Gene Gun betrug 4,5 cm.
Je 11 Wells von zwei 6-Well-Platten eines Zelltyps wurden mit den Standard-Cartrdiges, bzw.
den Parafilm-Cartrdiges transfiziert. Als negative Kontrolle diente eine nicht transfizierte
Zellkultur. Die Zellernte erfolgte nach 48 h. Die β-Galaktosidase-Konzentration im klaren
Zelllysat wurde mit einem Chemolumineszenztest (Galakto-Light Plus Kit, Tropix) ermittelt.
Zusätzlich wurde anhand eines Bradford-Assays die Gesamtproteinkonzentration im Lysat
bestimmt. Dardurch wurden Schwankungen des Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich der
erhaltenen β-Galaktosidase-Werte abgeglichen. Die Menge des Reportergens wird im Folgenden
als der jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in ng pro 100 µg Gesamtprotein angegeben.
Bei der Gegenüberstellung der Werte (je n=11) beider Cartridgetypen ergab sich folgendes
Bild: bei den transfizierten COS1-Zellen konnte mit den Parafilm-Cartridges die β-
Galaktosidase-Expression um einen Faktor von 2,5 von 64 (+/- 15) ng/mg Protein auf 161 (+/-
19) ng/mg Protein gesteigert werden. Für L6 Myoblasten wurde eine durchschnittliche
Steigerung der β-Galaktosidase-Konzentration um das 4,6-fache erreicht (17 +/- 2 ng/mg Protein
auf 79 +/- 14 ng/mg Protein) und bei neonatalen Kardiozyten konnte die Menge an β-
Galktosidase annähernd verdoppelt werden (von 9 +/- 0,6 ng/mg Protein β-Galaktosidase auf
17,6 +/- 1,1 ng/mg Protein) (Abb. 14).
In den Transfektionsversuchen mit dem Kontrollplasmid pSV-β-gal wurde mit der neuen
Präparationsmethode der Cartridges bei allen untersuchten Zelltypen die Transfektionseffizienz
verbessert. Es ist anzunehmen, dass die bessere Verteilung der Goldladung auf die Zellen im-64-
Zusammenspiel mit einer gesteigerten Penetranz der einzelnen Goldpartikel in die Zellen dafür
die Ursache sind. Alle folgenden Transfektionsexperimente wurden daher unter Verwendung der
Parafilm-Cartridges durchgeführt. Die vorhergehenden Transfektionsversuche wurden unter
Bedingungen durchgeführt, die vom Hersteller für die Standard-Cartridges empfohlen werden.
Daher mussten zunächst die optimalen Bedingungen (Heliumdruck, Abstand, Goldmenge /
Cartridge und DNA-Menge / Cartridge) für Transfektionen der einzelnen Zelltypen mit den
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NK (n=1) pSV ß-Gal (n=11)
 c. neonatale Kardiozyten
Abbildung 14: Vergleich der Transfektionsseffizienz von Standard- und Parafilm-Methode;
Transfektion von (a) COS1 Zellen, (b) L6 Myoblasten und (c) neonatalen Kardiozyten mit der
HGG unter Verwendung des Kontrollplasmids pSV-β-gal. Verglichen wurden hier Cartridges,
hergestellt mit der Standard- und Parafilm- Methode. Die β-Galaktosidase-Konzentration wurde
mit dem Chemolumineszenztest Galakto Light Plus Kit (Tropix) ermittelt. (NK = Negative
Kontrolle; nicht transfizierte Zellen)-65-
5.2.4  Physikalische Parameter der Gene Gun für die Transfektion von Zellkulturen
Um die optimalen Bedingungen für die Transfektion von kultivierten Zellen mit der HGG
unter Verwendung der neuen Cartridgepräparation zu ermitteln, wurden Transfektions-
experimente mit dem Reportergen pSV-ß-gal durchgeführt. Die physikalischen Parameter,
welche die Transfektionseffizienz bei Anwendung der HGG beeinflussen, sind:
1. Druck Druck (in psi : Pounds / Square-Inch), unter welchem das
Helium vor dem Auslösen des Gasstoßes an der HGG stand,
2. Abstand Distanz (in cm) zwischen der Mündung des Barrel-Liners
(siehe Abb. 3 b) und den Zellen,
3. DNA-Menge / Cartridge DNA-Menge (in µg / Cartridge), die gebunden an die
Goldpartikel in die einzelnen Cartridges pipettiert wurde,
4. Goldmenge / Cartridge Goldmenge (in mg / Cartridge), mit der die einzelnen
Cartridges bestückt wurden.
Es wurden 6-Well-Platten jedes Zelltyps kultiviert. COS1-Zellen und L6 Myoblasten
wurden bei Konfluenz transfiziert. Neonatale Kardiozyten wurden mit einer Zellkonzentration
von 0,4 x 10
6 Zellen / ml Medium ausplattiert und am folgenden Tag transfiziert. Es wurden
zunächst bei gleichbleibendem Abstand (4,5 cm), Goldmenge (0,5 mg / Cartridge) und DNA-
Menge (2 µg / Cartridge) Transfektionen mit variierendem Druck durchgeführt. Der auf diesem
Weg ermittelte optimale Druck für den jeweiligen Zelltyp wurde dann bei den folgenden
Experimenten beibehalten. Daraufhin wurden Experimente mit variierenden Abständen unter
ansonsten gleichen Bedingungen durchgeführt. Nachdem der optimale Abstand ermittelt worden
war, wurden auf diese Weise optimale Gold- und DNA-Mengen für die Transfektion ermittelt.
Die Zellen wurden nach 48 h geerntet. Die β-Galaktosidase-Konzentration im klaren Zelllysat
wurde mit einem Chemolumineszenztest (Galakto-Light Plus Kit, Tropix) und einem
Photoluminometer (Lumat LB 9501, Berthold) ermittelt. Zusätzlich wurde anhand eines
Bradford-Assays die Gesamtproteinkonzentration im Lysat bestimmt. Dadurch wurden
Schwankungen des Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich der erhaltenen β-Galaktosidase-
Werte abgeglichen. Die Menge des Reportergens wird im Folgenden als der jeweilige Anteil an
β-Galaktosidase in ng pro 100 µg Gesamtprotein angegeben. Im Durchschnitt wurden bei COS1-
Zellen im Mittel 0,85 mg Protein / Well, bei L6 Myoblasten und neonatalen Kardiozyten 0,5 mg
Protein / Well erhalten.-66-
(1) Helium-Druck (psi)
Zunächst wurde der optimale Heliumdruck ermittelt. Bei COS1-Zellen wurde der zwischen
150-400 psi, bei L6 Myoblasten zwischen 250-550 psi und bei neonatalen Kardiozyten zwischen
250-500 psi variiert. Bei COS1-Zellen wurde die höchste Ausbeute (120 +/-26 ng / 100 µg
Protein; n=9) bei einem Druck von 350 psi erreicht. Bei Myoblasten betrug der höchste Wert 68
+/-11 ng / 100 µg Protein (n=7) bei 350 psi und bei neonatalen Kardiozyten 9 +/-0,6 ng β-
Galaktosidase / 100 µg Protein (n=15) bei 450 psi (Abb. 15).
Eine Beobachtung im Laufe dieser Transfektionsexperimente war, dass COS1-Zellen
durch die Transfektion mit der HGG am stärksten beeinträchtigt wurden. Die im Lichtmikroskop
festgestellten Zerstörungen von Zellen im Zentrum der Zellkultur waren im Fall der COS1-
Zellen immer großflächiger als bei L6 Myoblasten und neonatalen Kardiozyten. Dies könnte die
Ursache dafür sein, dass die höchsten Expressionswerte an β-Galaktosidase (120 ng / 100 µg
Protein) in COS1-Zellen bei einem niedrigeren Druck (350 psi) erreicht wurden. Bei
Transfektionen mit höherem Druck (400 psi) reduzierte sich die Expression von β-Galaktosidase
auf 108 +/-15 ng / 100 µg Protein. Bei Drücken von mehr als 400 psi waren die Zerstörungen der
Zellen so groß, dass Transfektionsexperimente nicht mehr interpretierbar waren. L6 Myoblasten
und neonatale Kardiozyten erwiesen sich gegenüber dem Beschuss mit DNA/Gold-Partikeln als
widerstandsfähiger. Sie zeigten im Vergleich zu COS1-Zellen flächenmäßig geringere
Zerstörungen von Zellen im Zentrum der Zellkulturschale. An dieser Stelle trafen die
DNA/Gold-Partikel mit der höchsten Konzentration auf. Im Gegensatz zu COS1-Zellen wurden
höhere Werte an β-Galaktosidase, daher auch bei Transfektionen mit höheren Drücken (bei L6
Myoblasten bis 400 psi und bei neonatalen Kardiozyten 450 psi) erreicht. Im Folgenden wurden
COS1-Zellen bei einem Druck von 350 psi, L6 Myoblasten bei 400 psi und neonatale
Kardiozyten bei einem Druck von 450 psi transfiziert.
(2) Abstand zwischen Gene Gun und Zellen
Für den ermittelten optimalen Druck der Zelltypen wurde anschließend der Abstand
zwischen Gene Gun und Zellen getestet. COS1-Zellen und Myoblasten wurden mit Abständen
von 3 bis 5,5 cm transfiziert. Neonatale Kardiozyten wurden bei Abständen von 3,5 bis 5,5 cm
transfiziert. Dabei wurden für COS1-Zellen die besten Transfektionsergebnisse (347 +/-43 ng /
100 µg Protein; n=22) bei einem Abstand von 4 cm, bei Myoblasten 4 cm (21 +/-5 ng / 100 µg
Protein; n=7) und für neonatale Kardiozyten bei 4,5 cm (9,5 ng +/-0,9/ 100 µg Protein; n=31)-67-
erzielt (Abb. 16). In den folgenden Transfektionsexperimenten wurden für den jeweiligen
Zelltyp die ermittelten optimalen Abstände beibehalten.
(3) DNA-Menge / Cartridge
Bei Transfektionsversuchen mit variierenden DNA-Mengen / Cartridge (1-4 µg) ergaben
sich für alle transfizierten Zelltypen die höchsten Werte an β-Galaktosidase bei 2 µg DNA /
Cartridge. Bei dieser DNA-Menge wurde für COS1-Zellen 233 +/-25,6 ng (n=27), für L6
Myoblasten 16 +/-2,1 ng / 100 µg Protein (n=9) und für neonatale Kardiozyten 8,6 +/-0,9 ng /
100 µg Protein (n=15) erreicht (Abb. 17). Bei L6 Myoblasten wurden auch bei 3 µg und 4 µg
DNA / Cartridge ähnlich hohe Werte (13 +/-1,7 ng, n=5 bzw. 15 +/-1,4 ng, n=5, / 100 µg
Protein) gemessen. Neonatale Kardiozyten expremierten β-Galaktosidase auch bei 1, 3 und 4 µg
auf einem vergleichbar hohen Niveau (7,3 +/-0,5, n=15; 6,5 +/-2,2 und 6,8 +/-1,7 ng / 100 µg
Protein, beide n=5) wie bei 2 µg DNA / Cartridge.
Die Ergebnisse in COS1-Zellen zeigen, dass bei 2 µg DNA-Menge / Cartridge eine
optimale Transfektionseffizienz erreicht wurde. Bei L6 Myoblasten stieg die β-Galaktosidase-
Expression bis 2 µg DNA / Cartridge, reduzierte sich bei einer weiteren Erhöhung der DNA-
Menge jedoch nur unwesentlich. Die Ergebnisse in neonatalen Kardiozyten waren nicht
eindeutig. Bei allen untersuchten DNA-Konzentrationen wurden ähnliche β-Galaktosidase-
Mengen gemessen. Im Vergleich zu den anderen untersuchten Parametern scheint sich die DNA-
Menge bei diesem Zelltyp auf die Transfektionseffizienz nicht als limitierend auszuwirken. Die
untersuchten Zelltypen wurden daher im Folgenden mit einer DNA-Menge von 2 µg / Cartridge
transfiziert.
(4) Goldmenge / Cartridge
COS1-Zellen, L6 Myoblasten und neonatale Kardiozyten wurden variierend mit 0,15- 0,6
mg Gold / Cartridge transfiziert. Der höchste Wert an β-Galaktosidase (390 +/-212 ng / 100 µg
Protein; n=5) wurde für COS1-Zellen bei einer Goldmenge von 0,6 mg / Cartridge erreicht. Es
zeigte sich jedoch, dass auch bei einer Goldmenge von 0,15 mg und 0,35 mg Gold / Cartridge
annähernd gute Werte an β-Galaktosidase (322 ng +/-130 / 100 µg Protein, n=5 und 281 +/32 ng
/ 100 µg Protein, n=24) gemessen wurden. Für L6 Myoblasten wurden bei 0,35 mg (29 +/-3 ng
β-gal / 100 µg Protein; n=16) und 0,6 mg (43 +/-7,9 ng β-Galaktosidase / 100 µg Protein; n=5)
Gold / Cartridge die höchsten β-Galaktosidase-Konzentrationen gemessen. Mit 0,35 mg Gold /
Cartridge (8,7 +/- 1,8 ng / 100 µg Protein; n=15) wurden die höchsten β-Galaktosidase-Werte in
neonatalen Kardiozyten erreicht. In diesem Zelltyp wurden annähernd gute Werte jedoch mit-68-
gesteigerter Standardabweichung auch bei einer Goldmenge von 0,5 mg und 0,6 mg Gold /
Cartridge ermittelt (5,8 +/-2,1 ng, bzw. 8,1 +/-2 ng / 100 µg Protein; n=5, bzw. 4) (Abb. 18).
Die Ergebnisse der Transfektion von COS1-Zellen mit unterschiedlichen Mengen von
Gold / Cartridge sind heterogen. Bei diesem Zelltyp konnte keine Tendenz hin zu einer
optimalen Goldmenge festgestellt werden. Bei L6 Myoblasten steigerten sich die
Expressionswerte von β-Galaktosidase mit zunehmender Goldmenge, jedoch reduzierten sie sich
bei 0,5 mg Gold / Cartridge um mehr als 30 %. Bei 0,6 mg Gold / Cartridge stieg der gemessene
Wert wieder stark an. Neonatale Kardiozyten ließen sich mit einer Goldmenge von 0,35 mg /
Cartridge optimal transfizieren. Eine weitere Steigerung der Goldmenge brachte keine
wesentliche Verbesserung der gemessenen β-Galaktosidase-Konzentration. Die Erhöhung der
Goldmenge / Cartridge hatte zwar bei L6 Myoblasten und neonatalen Kardiozyten einen
positiven Effekt auf die Transfektionsrate, eine zu starke Steigerung der Goldladung bedeutete
jedoch eine erhöhte, unkontrollierbare Zerstörung der beschossenen Zellen. Deshalb wurde eine
möglichst kleine Goldmenge bei gleichzeitig guter Transfektionseffizienz gewählt. Im
Folgenden wurden daher alle Zelltypen mit einer Goldmenge von 0,35 mg / Cartridge
transfiziert.
Eine Zusammenfassung der aus diesen Untersuchungen hervorgehenden optimalen
Parameter der Transfektion mit der HGG ist in Tab. 2 dargestellt.
Tabelle 2:  Zusammenfassung der optimalen Bedingungen für die Transfektion der
unterschiedlichen Zelltypen mit der HGG.
COS1-Zellen Myoblasten (L6) neo. Kardiozyten
Druck (PSI) 350 400 450
Abstand (cm) 444,5
Gold/Cartridge (mg) 0,35 0,35 0,35
















































































































































Abbildung 15: Optimierung des Heliumdrucks. (a) COS1-Zellen, (b) Myoblasten (L6) und (c)
neonatale Kardiozyten transfiziert mit der Gene Gun mit unterschiedlichen Drücken. Verwendet
wurde das Kontrollplasmid pSV-β-gal.  β-Galaktosidase wurde mittels Chemolumineszenz
ermittelt. Die anderen Parameter (Abstand, DNA- und Goldmenge) wurden konstant gehalten.









































































































NK (n=12) 3,5 cm
(n=10)
4 cm (n=4) 4,5 cm
(n=31)




























Abbildung 16: Optimierung des Abstandes. Transfektionen mit unterschiedlichen Abständen
(cm) zwischen Gene Gun (Mündung Barralliner) und Zellen während der Transfektion von
kultivierten (a) COS1-Zellen, (b) L6 Myoblasten und (c) neonatalen Kardiozyten mit der Gene
Gun bei ansonsten gleichem Druck, Gold- und DNA-Menge. NK = Negative Kontrolle;

























































































































Abbildung 17: Optimierung der DNA-Menge. (a) COS1-Zellen, (b) Myoblasten (L6) und (c)
neonatale Kardiozyten transfiziert mit der Gene Gun mit unterschiedlichen DNA-Mengen.
Verwendet wurde das Kontrollplasmid pSV-β-gal.  β-Galaktosidase wurde mittels
Chemolumineszenz ermittelt. Die anderen Parameter (Abstand, Druck und Goldmenge) wurden
konstant gehalten. NK = Negative Kontrolle; Zellkulturen, die nicht transfiziert wurden. Anzahl











































































































































Abbildung 18: Optimierung der Goldmenge. (a) COS1-Zellen, (b) Myoblasten (L6) und (c)
neonatale Kardiozyten transfiziert mit der Gene Gun bei unterschiedlichen Mengen von Gold.
Verwendet wurde das Kontrollplasmid pSV-β-gal.  β-Galaktosidase wurde mittels
Chemolumineszenz ermittelt. Die anderen Parameter (Abstand, DNA-Menge und Druck) wurden
konstant gehalten. NK = Negative Kontrolle; Zellkulturen, die nicht transfiziert wurden. Anzahl
ausgewerteter Zellkulturen = n.-73-
Die β-Galaktosidase-Expression pro Zellkultur, die mit dem Chemolumineszenztest
ermittelt wurde, gibt keinen Aufschluss über die Transfektionsrate, d.h. die Zahl der Zellen pro
Zellkultur, die erfolgreich transfiziert wurden gegenüber nicht transfizierten Zellen. Die
ermittelten Werte repräsentieren anteilig die Menge an β-Galaktosidase in Relation zu dem
Gesamtproteingehalt im klaren Lysat der Zellkultur. In den folgenden Experimenten wurde die
Anzahl der Zellen ermittelt, die durch die Transfektion mit der HGG erfolgreich transfiziert
wurden und β-Galaktosidase exprimieren.
Dazu wurden COS1-Zellen, L6 Myoblasten und neonatale Kardiozyten auf je 3 gerasterte
Zellkulturschalen (∅ 3,4 cm; mit einem Gitter aus 160 Rasterfelder von 2 mm Kantenlänge)
ausplattiert. Die Zellkulturen wurden unter den jeweils ermittelten optimalen Bedingungen (s.o.)
mit dem Reportergenplasmid pSV-β-gal  transfiziert. Dann wurden sie mit einer
Glutaraldehydlösung fixiert und mit X-gal-Lösung inkubiert. Dabei färbten sich die Zellen, die
das Reportergen exprimieren, blau. Die gefärbten Zellen / Rasterfeld wurden ausgezählt und auf
die gesamte Zellzahl / Rasterfeld bezogen. Die Gesamtzellzahl / Rasterfeld wurde ermittelt,
indem repräsentativ 29 Rasterfelder einer transfizierten Zellkultur jedes Zelltyps ausgezählt
wurden (COS1-Zellen und L6 Myoblasten ca. 1000 / Rasterfeld; neonatale Kardiozyten ca. 1500
/ Rasterfeld). Dem errechneten Mittelwert wurde die Anzahl blau gefärbter Zellen jedes
Rasterfeldes gegenüber gestellt. Dabei ergab sich für COS1-Zellen und L6 Myoblasten eine
durchschnittliche Transfektionsrate / Zellkultur von 18,5 +/-6,3 % (n=3); bzw. 14,6 +/-4,4 %
(n=3). Für neonatale Kardiozyten wurde eine durchschnittliche Transfektionsrate von 0,58 +/-0,1
% (n=3) ermittelt. Die Transfektionseffizienzen (in %) der einzelnen Zelltypen sind in Tab. 3
(schematische Abbildungen der ausgezählten Rasterplatten befinden sich im Anhang 9.2) Werten
gegenüber gestellt, die die β-Galaktosidase-Konzentration nach Transfektion mit dem
Kontrollplasmid pSV-β-gal darstellen und mit einem Chemolumineszenztest ermittelt wurden.
Dabei wurden kultivierte Zellen jedes Zelltyps auf 6-Well-Platten angezüchtet und unter
optimalen Bedingungen (Tab. 2) unter Verwendung der Gene Gun mit dem Kontrollplasmid
pSV-β-gal transfiziert. Die Zellen wurden geerntet und die β-Galaktosidase-Konzentration im
klaren Lysat wurde mit dem Galacto Light Plus Kit (Tropix) und dem Photoluminometer Lumat
LB 9501 (Berthold) ermittelt. Anhand eines Bradford-Assays wurde die Gesamtprotein-
konzentration im Lysat bestimmt. Dadurch wurden Schwankungen des Proteingehalts im
Zelllysat beim Vergleich der erhaltenen β-Galaktosidase-Werte abgeglichen. Die Menge des
Reportergens wird im Folgenden als der jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in ng pro 100 µg
Gesamtprotein angegeben.-74-
Dabei wurde bei COS1-Zellen eine durchschnittliche β-Galaktosidase-Konzentration von
246 +/-54 ng / 100 µg Protein (n=48), bei L6 Myoblasten 38 +/- 11 ng / 100 µg Protein (n=48)
und bei neonatalen Kardiozyten 7,4 +/-4 ng / 100 µg Protein (n=72) ermittelt.
Auf den X-gal gefärbten Rasterplatten zeigte sich, dass die Expression des Reportergens
sehr heterogen war. Im Zentrum des Auftreffens der DNA/Gold-Partikel und in größerer
Entfernung (ca. 1 cm) davon war die Anzahl blauer Zellen deutlich geringer (bei COS1-Zellen
z.B.: 0-100 Zellen / Rasterfeld) als in einem ringförmigen Bereich zwischen diesen beiden Zonen
(bei COS1-Zellen z.B.: 100-600 Zellen / Rasterfeld). Im Zentrum der auftreffenden Goldladung
war die Konzentration der Goldpartikel so hoch, dass ein Großteil der Zellen zerstört wurde (<
50 intakte Zellen / Rasterfeld). In Rasterfeldern am Rand der Zellkulturschale hingegen wurden
bis zu 3200 Zellen gezählt, von denen aber kaum Zellen β-Galaktosidase exprimiert hatten. Die
Ursache dafür war die geringe Konzentration von DNA/Gold-Partikeln pro Fläche, die in diesem
Bereich beobachtet wurde. Eizema et al. (1999; 2000) argumentieren in ihren Publikationen, dass
als Grundlage zur Berechnung der Transfektionseffizienz Bereiche der Zellkulturschale
ausgeschlossen werden können, die durch auftreffende Goldpartikel zu stark zerstört oder wie in
den Randbereichen der Zellkulturschale gar nicht oder nur unzureichend von DNA/Gold-
Partikeln erreicht wurden. Würde man nur den Bereich zwischen den beiden schwach
transfizierten Zonen der Zellkultur in die Berechnungen der Transfektionrate einfließen lassen,
so könnte man die oben ermittelten Werte deutlich erhöhen. COS1-Zellen und L6 Myoblasten
zeigten in einigen Rasterfeldern Transfektionsraten bis zu 60 %. In einigen Bereichen der
Zellkultur neonataler Kardiozyten wurden Transfektionsraten von über 10 % erzielt. Novakovic
et al. (1999) hingegen geben in ihren Arbeiten die Transfektionseffizienz als Bandbreite der
erreichten Transfektionsraten in verschiedenen Bereichen der Zellkulturschale an.
Tabelle 3: Durchschnittliche Transfektionseffizienz von COS1-Zellen, L6 Myoblasten und
neonatalen Kardiozyten mit der HGG. Die Zellen wurden mit dem Kontrollplasmid
pSV-β-gal transfiziert.
X-gal Färbung Chemolumineszenztest
% Blaue Zellen /
Zellkultur
n ng ß-gal / mg gesamt
Protein
n
COS1-Zellen 18,5% (+/- 6,3) 3 246 ng (+/- 54) 48
L6 Myoblasten 14,6% (+/- 4,4) 3 38 ng (+/- 11) 48
neo. Kardiozyten 0,58 %(+/-0,1) 3 7,4 ng (+/- 4) 72-75-
Beim Vergleich der Transfektionseffizienz mit den unterschiedlichen Auswertungs-
methoden (siehe Tab. 3) zeigte sich, dass mit X-gal-Färbung bei COS1-Zellen und L6
Myoblasten ähnliche Transfektionsraten erreicht wurden (18,5 % und 14,5 %). Mit dem
Chemolumineszenztest lag die β-Galaktosidase-Expression jedoch bei COS1-Zellen (247 ng /
100 µg Protein) um das 6-fache höher als bei L6-Myoblasten (38 ng / 100 µg Protein). Dies ist
vermutlich darauf zurückzuführen, dass COS1-Zellen im Gegensatz zu L6 Myoblasten und
neonatalen Kardiozyten mit einem Replikationsursprung-deffizienten SV40 Virus transformiert
wurden, der in die chromosomale DNA der Zellen integriert ist. COS1-Zellen exprimieren daher
das Wildtyp-SV40-T-Antigen, welches ursprünglich für die virale Replikation von SV40
verantwortlich ist. Plasmide wie pSV-β-gal, die einen SV40 origin of replication besitzen,
werden daher in COS1-Zellen repliziert und führen so in den transfizierten Zellen zu einer stark
gesteigerten Expression des Reportergens. Bei der Auswertung von X-gal-Versuchen wurde
hingegen nicht zwischen schwach und stark blau gefärbten Zellen (also schwach und stark
Reportergen-exprimierenden Zellen) unterschieden. Beim Vergleich von L6 Myoblasten und
neonatalen Kardiozyten fällt auf, dass beim Auszählen X-gal-gefärbter Zellen 25x mehr L6
Myoblasten β-Galaktosidase-Expression zeigten, während mit der Chemolumineszenz-Messung
nur das 5-fache der Reporterprotein-Konzentration ermittelt wurde. Über die Ursache kann nur
spekuliert werden. Es könnte sein, dass in X-gal-gefärbten Kulturen neonataler Kardiozyten viele
Zellen so schwach blau gefärbt waren, dass sie unter dem Lichtmikroskop nicht erkannt und
daher nicht mitgezählt wurden. Eine weitere Erklärung wäre, dass in neonatalen Kardiozyten der
hCMV-Promotor aktiver ist als in L6 Myoblasten und so zu höheren Transkriptionsraten des
Reportergens pro Zelle führt.-76-
5.3  Gesteuerte Genexpression mit dem tetR/tetO-System
Ein über diese Doktorarbeit hinausgehendes Ziel ist die Etablierung eines Systems der tet-
kontrollierten Genexpression nach Yao et al. (1998, 1999) in den Herzen transgener Mäuse.
Dieses System, bestehend aus regulatorischen Elementen des tet-Resistenzoperons von E. coli
aus dem Transposon Tn10, kam in transgenen Tieren noch nie zur Anwendung. Wenn das
Funktionsprinzip dieses Systems unter Verwendung eines Reportergens (β-Galaktosidase) in
Mäusen demonstriert werden kann, soll ein in vitro hergestelltes, FHC verursachendes α-MHC
Gen in transgenen Mäusen kontrolliert exprimiert werden. Dies könnte es ermöglichen,
pathogene Mechanismen der Krankheit vor dem Hintergrund zeitlich kontrollierter
Transgenexpression zu untersuchen.
Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Doktorarbeit war es, das Funktionsprinzip der
tet-kontrollierten Genexpression vor dem Übertragen auf transgene Mäuse in kultivierten Zellen,
insbesondere in neonatalen Kardiozyten, zu testen. Um die erwünschte physiologische Antwort
im transgenen Wirtsorganismus zu erreichen, muss das Transgen nach Induktion mit tet in hohen
Konzentrationen exprimiert werden. In kultivierten Zellen wurde daher das Niveau der
induzierten Reportergenexpression untersucht. Vor der Induktion hingegen sollte die
Hintergrundexpression des untersuchten Gens so gering sein, dass keine physiologischen
Veränderungen im transgenen Tier zu erwarten sind. Dies wird unter anderem dadurch erreicht,
dass der tetR, der die Transkription des Transgens unterdrückt, in ausreichender Menge
vorhanden ist. Unterschiedliche Expressionsniveaus des tetR im Verhältnis zu dem zu
untersuchenden Gen wurden dadurch simuliert, dass Zellkulturen mit unterschiedlichen
Mengenverhälnissen des pcDNA/TR-Plasmids und des pcDNA/TO/lacZ-Plasmids transfiziert
wurden. Weitere Experimente sollten die Abhängigkeit der Induktion von der tet-Menge klären.
Das auf den nativen Komponenten des Tetrazyklinresistenz-Operons basierende,
kommerziell erhältliche T-REx System der kontrollierten Genexpression ist ausschließlich für
den Einsatz in unterschiedlichen kultivierten Zellen konzipiert. Die Transkription des tetR und
des kontrollierten Gens wird dabei von dem ubiquitären hCMV-Promotor angetrieben. Dieser
soll unabhängig vom untersuchten Zelltyp hohe Expressionsraten der in die Zellen transfizierten
Gene gewährleisten. Im Gegensatz dazu sollte die Expression der Transgene in Mäusen auf das
zu untersuchende Gewebe oder Organ beschränkt sein. Damit sollen negative Auswirkungen der
Transgene oder deren Produkte an anderen Stellen im Organismus der Maus vermieden werden.
Aus diesem Grund wurden die Elemente des untersuchten tetR/tetO-Systems mit dem
herzspezifischen α-MHC Promotor versehen. Es sollte daher in kultivierten, neonatalen-77-
Kardiozyten gezeigt werden, dass unter ansonsten gleichen Bedingungen die Verwendung des α-
MHC Promotors die Funktion der tet-kontrollierten Genexpression nicht beeinträchtigt.
Parallel zu den Experimenten in kultivierten Zellen wurde damit begonnen, transgene
Mauslinien mit den Konstrukten (siehe 5.1.1) des tetR/tetO-Systems zu etablieren. In einem sehr
ähnlichen System der tet-kontrollierten Genexpression wurde der tetR mit einem viralen
Transkriptionsfaktor zu einem Transaktivator (tTA) verschmolzen, welcher einen viralen hCMV
Promoter aktiviert und die Transkription des Transgens startet (Weinmann et al., 1994). Es
wurde jedoch über potentiell toxische Effekte des tTA auf das transgene Tier besonders während
der Embryogenese berichtet (Baron et al., 1997). Es muss daher geprüft werden, ob dies auch für
die Komponenten des nativen tetR/tetO-Systems der Fall ist. Um Aufschluss darüber zu
bekommen, ob unter Verwendung des α-MHC Promotors transgene Expression auf das Herz der
Maus beschränkt ist, wurde in solchen Mauslinien, die das Reportergen β-Galaktosidase
exprimieren, das Expressionsmuster untersucht.
5.3.1  Induzierte Reportergenexpression in COS1-Zellen, L6 Myoblasten und
neonatalen Kardiozyten
Zunächst wurde das Funktionsprinzip der tet-gesteuerten Genexpression unter
Verwendung des T-REx Kits (Invitrogen) in COS1-Zellen untersucht. Das binäre System
umfasst zwei Plasmide. Das Plasmid pcDNA6/TR exprimiert, angetrieben durch den ubiquitären
hCMV-Promotor, den tetR. Das zweite Plasmid exprimiert, ebenfalls angetrieben durch den
hCMV-Promotor, das Reportergen β-Galaktosidase. Es enthält zusätzlich zwischen Promotor
und lacZ-Gen zwei tetO-Sequenzen. In Abwesenheit von tet binden zwei tetR-Proteine an den
Operator und verhindern die Expression des Reportergens. Durch Zugabe von tet (oder dessen
Derivat DOX) wird der tetR inaktiviert und das lacZ-Gen transkribiert.
In Pilotversuchen wurden COS1-Zellen mit Hilfe von Polyethylenimin (PEI) transient mit
den Plasmiden pcDNA6/TR und pcDNA4/TO/lacZ kotransfiziert. Es sollte gezeigt werden, dass
die kotransfizierten COS1-Zellen nach Zugabe von tet β-Galaktosidase exprimieren. Ohne
Zugabe von tet sollte die Expression des Reportergens unterdrückt werden.
Im 6-Well-Platten (∅ je 3,4 cm) kultivierte COS1-Zellen wurden bei einer Konfluenz von
50-70 % mit beiden Plasmiden im Verhältnis 1:1 (w/w) kotransfiziert. Bezogen auf die Zahl der
transfizierten Plasmide entspricht das einem molaren Verhältnis pcDNA6/TR (6662 bp) :
pcDNA4/TO/lacZ (8224 bp) von 1,2 : 1. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden in
jedem Experiment einige COS1-Zellkulturen mit dem Kontrollplasmid pSV-β-gal transfiziert.
Des Weiteren wurden zur Kontrolle einige Zellkulturen nur mit pcDNA6/TR oder nur mit-78-
pcDNA4/TO/lacZ transfiziert. In jede Transfektion wurden 2 µg Plasmid-DNA eingesetzt. Für
kotransfizierte Zellkulturen wurden jeweils 1 µg pcDNA6/TR und pcDNA/TO/lacZ eingesetzt.
Nach der Transfektion wurden einige der kotransfizierten Zellkulturen mit tet (1 ug / ml)
induziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit Glutaraldehydlösung (2,5 %) fixiert und mit X-gal-
Lösung (0,2 %) inkubiert. Dabei färbten sich Zellen, die β-Galaktosidase exprimiert hatten, blau.
Die Zellen wurden mit bloßem Auge auf einem Lichtkasten und unter einem Lichtmikroskop
untersucht.
Visuelle Inspektion der Zellen zeigte, dass kotransfizierte Zellkulturen, die mit tet
behandelt wurden, stark blau gefärbt waren, während ohne tet eine schwächere Blaufärbung der
Zellkultur zu erkennen war (Abb. 19). Die Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dass in
COS1-Zellen die Steuerung der Reportergenexpression durch die nativen Elemente des
tetR/tetO-Systems möglich war. Es wurde jedoch eine starke Hintergrundexpression in nicht
induzierten Zellkulturen beobachtet. Da diese Versuche keine quantitativen Aussagen der
Reportergenexpression zulassen, wurden im Folgenden ähnliche Experimente durchgeführt, bei
denen β-Galaktosidase mit einem Chemolumineszenztest quantitativ bestimmt wurde. Zusätzlich
wurden einige Transfektionen von Zellkulturen auf Rasterplatten (160 Rasterfelder, Kantenlänge
1 mm) durchgeführt, mit deren Hilfe die blau gefärbten Zellen gezählt werden konnten. Da es
sich bei COS1-Zellen um einen sehr unspezifischen Zelltyp handelte, wurden die
Transfektionsexperimente auf L6 Myoblasten und neonatale Kardiozyten ausgeweitet. Es sollte
getestet werden, ob tet-gesteuerte Genexpression in beliebigen Zelltypen funktional ist.-79-
Abbildung 19: Konditionale Genexpression mit dem T-Rex Kit in COS1-Zellen - ein Vorversuch.
Transfektion von COS1-Zellen mit tetR und tetO/lacZ DNA. Transfiziert wurde mit PEI. (a) Die
Wells wurden mit dem Kontrollplasmid pSV-β-gal transfiziert und dienten als Transfektions-
kontrolle. Die Zellen in b  wurden mit pcDNA6/TR (tetR) und in c mit pcDNA/TO/lacZ
(tetO/lacZ) transfiziert. Die Zellkulturen in d und e wurden mit pcDNA/TR und pcDNA/TO/lacZ
kotransfiziert. Die Wells von a-d wurden nicht mit tet induziert, während die Zellen der Wells in
e direkt nach der Transfektion mit 1 µg / ml tet induziert wurden. Nach 2 Tagen wurden die
Zellen mit X-gal gefärbt. Die Anwesenheit von blauer Farbe zeigt die Expression von β-
Galaktosidase.
Zuerst wurden Versuche mit Zellen durchgeführt, die auf Rasterplatten kultiviert waren.
Alle folgenden Transfektionen wurden mit der HGG unter optimierten Bedingungen (siehe Tab.
2) durchgeführt. Dazu wurden COS1-Zellen, L6 Myoblasten und neonatale Kardiozyten auf je
sechs Rasterplatten (∅ 3,4 cm, 160 Felder von 2 x 2 mm Größe) kultiviert. COS1-Zellen und L6
Myoblasten wurden bei Konfluenz transfiziert. Neonatale Kardiozyten wurden mit einer
Zellkonzentration von 0,4 x 10
6 Zellen / ml Medium ausplattiert und nach 24 h transfiziert. Die
Zellkulturen wurden mit 2 µg Plasmid-DNA / Cartridge (je 1 µg  pcDNA6/TR und
pcDNA4/TO/lacZ) bei einem molarenVerhältnis von 1,2 : 1 kotransfiziert. Direkt nach der
Transfektion wurde die Hälfte der Kulturen mit DOX (1 µg / ml Medium) induziert. Das tet-









die Zellen schädlichen Ethanollösung appliziert werden muss. Nach 48 h wurden die Zellen mit
Glutaraldehydlösung (2,5 %) fixiert und mit X-gal-Lösung (0,2 %) inkubiert. Zellen, die β-
Galaktosidase exprimieten, färbten sich dabei blau. Alle blauen Zellen / Kultur wurden mit Hilfe
der Rasterfelder unter einem Lichtmikroskop ausgezählt. Die Induktion durch DOX führte bei
COS1-Zellen zu einer 2,6-fachen Steigerung der blau gefärbten Zellen von 1172 +/-68 / Kultur
(n=3) auf 3030,3 +/-629,9 / Kultur (n=3). Bei Myoblasten erhöhte die Induktion die Anzahl der
blau gefärbten Zellen von 3849 +/- 766,1 / Kultur (n=3) auf 9051 +/-1140 / Kultur (n=3), was
einem Steigerungsfaktor von 2,4 entspricht. Im Falle der neonatalen Kardiozyten steigerte sich
die Anzahl der positiv gefärbten Zellen nach Induktion mit DOX um das 9,1-fache (187,3 +/-
69,8 / Kultur auf 1707,7 +/-133,0 / Kultur; n=3). Schematische Darstellungen der ausgezählten
Rasterplatten sind in Abb. 20 a-f zu sehen. Dabei wurden jedem Rasterfeld entsprechend der
Anzahl blau gefärbter Zellen fünf verschieden Blautöne zugeordnet. Durch ein Lichtmikroskop
wurden mit einer schwarz/weiß-Kamera Bilder der transfizierten Zellkulturen aufgenommen
(Abb. 21 a-f). Bei der Auswertung dieser Ergebnisse zeigte sich zunächst im Vergleich zwischen
Transfektionen mit dem Kontrollplasmid pSV-β-gal (s.o.) bei DOX-induzierten COS1-Zellen
eine um das 8,6-fach reduzierte Transfektionsrate. Neben der um die Hälfte reduzierte Menge an
pcDNA4/TO/lacZ - Plasmid, die transfiziert wurde (nur 1 µg / Zellkultur) im Vergleich zu 2 µg
pSV-β-gal  / Zellkultur, könnten auch suboptimale Versuchsbedingungen (zu häufiges
Passagieren der Zellen, zu starke Zerstörung der Zellen nach der HGG-Transfektion, o.ä.) dafür
in Frage kommen. Da jedoch in diesen Experimenten hauptsächlich der Unterschied zwischen
DOX-induzierten und nicht induzierten Zellen im Vordergrund stand, wurde nicht versucht, die
Transfektionseffizienz in weiteren Experimenten zu steigern. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Expression von β-Galaktosidase in Anwesenheit von DOX in allen untersuchten Zelltypen
gesteigert werden konnte. Wird der Repressor nicht durch DOX inaktiviert, kann er an den
Operator binden und die Expression des Reportergens unterdrücken. Die Reportergenexpression
wurde in Abwesenheit von DOX nicht vollständig inhibiert, was besonders bei COS1-Zellen und
L6 Myoblasten beobachtet wurde. Bei diesen Zellen wurde die Anzahl blau gefärbter Zellen nur
etwas mehr als verdoppelt. Dies könnte die Folge zu geringer Konzentration des
Repressorproteins sein. Bei der Kotransfektion könnte es auch vorgekommen sein, dass Zellen
nur mit dem pcDNA4/TO/lacZ - Plasmid transfiziert wurden. In solchen Zellen kommt es auch
ohne Induktion zu unkontrollierter Expression von β-Galaktosidase. Es stellte sich daher die
Frage, ob durch einen Überschuss an transfiziertem pcDNA6/TR-Plasmid im Verhältnis zu
pcDNA4/TO/lacZ die Hintergrundexpression minimiert werden kann. Eine weitere Beobachtung
während dieser Experimente war, dass sich nicht nur die Anzahl der blau gefärbten Zellen nach-81-
Induktion mit DOX steigerte. Auch die Intensität der Blaufärbung einzelner Zellen nach
Induktion deutete auf eine gesteigerte β-Galaktosidase-Expression hin. Dies wird in Abb. 21 d-f
an der Intensität der schwarz gefärbten Zellen in Kontrast zu den schwächer schwarz gefärbten
Zellen in Abb. 21 a-c deutlich.
Abbildung 20: DOX-Induktion der β-Galaktosidase-Expression in verschiedenen Zelltypen.
Kotransfektion von verschiedenen Zelltypen mit den Plasmiden des T-REx-Systems
(Invitrogen) pcDNA/TR und pcDNA/TO/lacZ, gefolgt von der Induktion mit DOX (d-f). Die
Zellen in a-c wurden nicht induziert. Die Zellen wurden nach zwei Tagen mit X-gal gefärbt. Die
blauen Zellen (Expression von β-Galaktosidase) in jedem der Rasterfelder (RF) der Platten
wurden gezählt. Die Intensität der Blaufärbung entspricht einer bestimmten Spanne gezählter
blauer Zellen / RF.
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Abbildung 21: DOX-Induktion der β-Galaktosidase-Expression in verschiedenen Zelltypen.
Videoprints von X-gal-gefärbten Zellen (in dieser Darstellung schwarz) bei 200x Vergrößerung
nach Kotransfektion mit pcDNA6/TR und pcDNA4/TO/lacZ gefolgt von der Induktion mit DOX
(d-f). Die Zellen auf den Bildern a-c wurden nicht induziert. Die Bilder zeigen Bereiche der
Zellkulturen mit optimaler Konzentration blaugefärbter Zellen / Fläche. Neben der gesteigerten
Anzahl von Zellen, die β-Galaktosidase exprimieren, ist zu erkennen, dass nicht nur die Anzahl
an gefärbten Zellen in den DOX-induzierten Zellkulturen steigt, sondern auch die Intensität der
Färbung. Dies ist auf eine stärkere Expression von β-Galaktosidase innerhalb einer Zelle
zurückzuführen.
Um dies näher zu untersuchen, wurden weitere Transfektionen durchgeführt, bei denen
mittels eines Chemolumineszenztests die Konzentration an β-Galaktosidase im gesamten klaren
Lysat einer Zellkultur ermittelt wurde. Zellen jedes Zelltyps wurden auf 6-Well-Platten kultiviert
und unter optimierten Bedingungen (s.o.) mit der HGG kotransfiziert. In jedem Experiment
wurden einige Zellkulturen nicht transfiziert und dienten als negative Kontrolle der
Reportergenexpression. Pro Cartridge wurden je 1 µg Plasmid-DNA (pcDNA6/TR und
pcDNA4/TO/lacZ) eingesetzt. Die Hälfte der Zellkulturen wurden direkt nach der Transfektion
mit DOX (1 µg / ml) induziert und nach 48 h geerntet. Die β-Galaktosidase-Konzentration im
klaren Lysat wurde mit dem Galacto Light Plus Kit (Tropix) und dem Photoluminometer Lumat
LB 9501 (Berthold) ermittelt. Zusätzlich wurde anhand eines Bradford-Assays die
Gesamtproteinkonzentration im Lysat bestimmt. Dadurch wurden Schwankungen des
Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich der erhaltenen β-Galaktosidase-Werte abgeglichen.







Die Menge des Reportergens wird im Folgenden als der jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in
ng pro 100 µg Gesamtprotein angegeben.
In DOX induzierten COS1-Zellen wurde dabei eine β-Galaktosidase-Konzentration von
224 +/- 23 ng / 100 µg Protein (n=21) gemessen, während in nicht induzierten Zellen 63 +/- 6,1
ng  β-Galaktosidase / 100 µg Protein (n=21) ermittelt wurden. Das entspricht einem
Steigerungsfaktor von 3,6. Bei L6 Myoblasten konnte durch DOX-Induktion die β-
Galaktosidase-Konzentration von 15,5 +/-3,4 ng / 100 µg Protein (n=21) auf 76 +/-10 ng / 100
µg Protein (n=21) gesteigert werden, was einer Erhöhung der exprimierten Reportergenmenge
um das 4,9-fache bedeutet. Bei neonatalen Kardiozyten konnte die β-Galaktosidase-Menge nach
DOX-Induktion um das 5,1-fache gesteigert werden (von 3,7 +/- 0,6 ng / 100 µg Protein auf 19
+/- 1,8 ng / 100 µg Protein; je n=21).
Diese Ergebnisse (Abb. 22) bestätigen teilweise die Vermutung aus den vorangegangenen
Experimenten. Durch Induktion mit DOX steigerte sich die Reportergenkonzentration /
Zellkultur insgesamt mehr als durch Auszählung X-gal blau gefärbter Zellen ermittelt wurde.
Dies gilt für COS1-Zellen und L6 Myoblasten. In neonatalen Kardiozyten erhöhte sich die
gemessene β-Galaktosidase-Konzentration nur um einen Faktor von 4,3 im Gegensatz zu einer
9,1-fachen Steigerung der Anzahl blau gefärbter Zellen im vorhergehenden Experiment. Eine
plausible Erklärung dafür wäre, dass nach X-gal-Färbung nicht induzierter neonataler
Kardiozyten schwach blau gefärbte Zellen im Lichtmikroskop übersehen und nicht mitgezählt
wurden. Dies ist generell ein Schwachpunkt von Transfektionsexperimenten, bei denen die β-
Galaktosidase-Expression über die Anfärbung der Zellen mit X-gal ermittelt wird.









































































NK Nicht Induziert +DOX (2,5 ug /ml)
a. COS1-Zellen     b. L6 Myoblasten
c. neonatale Kardiozyten
Abbildung 22: Kontrollierte Genexpression mit dem tetR/tetO-System in Zellkulturen; DOX-
induzierte und nicht induzierte Expression von β-Galaktosidase in Gene Gun transfizierten (a)
COS1-Zellen, (b) L6 Myoblasten und (c) neonatalen Kardiozyten. Die Zellen wurden mit
pcDNA6/TR und pcDNA4/TO/LacZ kotransfiziert. Die β-Galaktosidase-Konzentration wurde mit
dem Galacto Light Plus Kit (Tropix) gemessen. (NK = Negativkontrolle, Zellkulturen, die nicht
transfiziert wurden.)
Die durchgeführten Experimente stützen die Behauptung, dass es mit den nativen
Elementen des tetR/tetO-Systems möglich ist, in unterschiedlichen Zelltypen, besonders aber in
neonatalen Kardiozyten, die Reportergenexpression gezielt durch Zugabe von DOX zu steuern.

































NK Nicht Induziert +DOX (2,5 ug /ml)-85-
Hintergrundexpression des Reportergens. Die Vermutung liegt nahe, dass bei einem molaren
Verhältnis von 1,2 : 1 (w/w = 1:1) des tetR-exprimierenden Plasmids zu dem Reportergen-
konstrukt die Proteinkonzentration des tetR nicht ausreicht, um die Transkription von β-
Galaktosidase zu unterdrücken. In einer Serie von Experimenten sollte daher geprüft werden, ob
durch ein gesteigertes Verhältnis von Repressorkonstrukt zu Reportergenkonstrukt die
Hintergrundexpression vermindert werden kann. Dies wäre eine wichtige Voraussetzung für die
Übertragbarkeit des tetR/tetO-Systems auf transgene Mäuse. Die Vermeidung häufig
auftretender letaler Auswirkungen der Transgene, besonders während der Embryogenese des
transgenen Tieres, wäre mit dieser Hintergrundexpression nicht möglich. Des Weiteren wäre die
Interpretierbarkeit induzierter Transgenaktivität durch zu starke Hintergrundexpression sehr
eingeschränkt.
In allen Experimenten wurde zusätzlich beobachtet, dass die Transgene oder deren
Produkte im Lichtmikroskop keinerlei sichtbare histologische Veränderungen der
kotransfizierten Zellen hervorgerufen haben. Außer den Zellen, die durch den Beschuß mit den
DNA/Gold-Partikeln zerstört wurden, zeigten die transfizierten Zellen im Vergleich zu nicht
transfizierten Zellen ein normales äußeres Erscheinungsbild ohne eine Veränderung in Form und
Größe. Im Falle der neonatalen Kardiozyten konnten auch nach der Transfektion in transfizierten
Zellen spontane Kontraktionen beobachtet werden.
5.3.2  Verhältnis tetR zu tetO-Sequenzen
Ein kritischer Faktor der kontrollierten Genexpression unter Verwendung nativer Elemente
des tetR/tetO-Systems ist das Mengenverhältnis von Repressorprotein zu Operatorsequenzen. In
den vorangegangenen Experimenten deutete sich an, dass nur bei hohen Konzentrationen des
Repressorproteins die Reportergenexpression unterdrückt werden kann. Dabei sollte die
Hintergrundexpression so niedrig sein, dass in transgenen Tieren kein physiologisch wirksamer
Effekt hervorgerufen wird. Durch Variationen im molaren Verhältnis der transfizierten Plasmide
sollten die Auswirkungen auf die Reportergenexpression in nicht induzierten im Vergleich zu
DOX-induzierten Zellkulturen untersucht werden. Vom Hersteller des T-REx Kits wird für die
Transfektion ein Verhältnis von mindestens 6:1 (pcDNA6/TR : pcDNA4/TO/lacZ) empfohlen, um
bei Zellen, die nicht mit DOX induziert wurden, eine möglichst niedrige Expression des
Reportergens sicherzustellen. Um dies in den untersuchten Zelltypen zu verifizieren, wurden mit
COS1-Zellen und L6 Myoblasten Transfektionen mit unterschiedlichen relativen Mengen an
pcDNA6/TR zu pcDNA4/TO/lacZ durchgeführt.-86-
Auf Zellkulturschalen (∅ 3,4 cm) von 6-Well-Platten wurden COS1-Zellen und L6
Myoblasten angezüchtet. Eine Zellkulturschale wurde nicht transfiziert und diente als negative
Kontrolle der Reportergenexpression. Die Zellen wurden unter optimierten Bedingungen (Tab.
2) bei Konfluenz transfiziert. Es wurden Cartridges mit den Plasmiden hergestellt, die in
unterschiedlichen relativen Mengen (w/w; 1:1; 2:1; 4:1; 6:1) pcDNA6/TR : pcDNA4/TO/lacZ
enthielten. Aufgrund der unterschiedlichen Größe der Plasmide entspricht dies molaren
Verhältnissen von 1,2 : 1; 2,4 : 1; 4,8 : 1 und 7,2 : 1. Um die Vergleichbarkeit der Reportergen-
expression zu gewährleisten, wurde dabei in die Cartridgepräparation konstant 1 µg
pcDNA/TO/lacZ eingesetzt, während die eingesetzte Menge an pcDNA6/TR entsprechend dem
angestrebten Verhältnis variiert wurde (1, 2, 4 und 6 µg / Cartridge). Die Hälfte der Zellkulturen
wurde direkt nach der Transfektion mit DOX (1 µg / ml) induziert. 48 h nach der Transfektion
wurden die Zellen geerntet. Die β-Galaktosidase-Konzentration im klaren Lysat wurde mit dem
Galacto Light Plus Kit (Tropix) und dem Photoluminometer Lumat LB 9501 (Berthold)
ermittelt. Zusätzlich wurde anhand eines Bradford-Assays die Gesamtproteinkonzentration im
Lysat bestimmt. Dadurch wurden Schwankungen des Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich
der erhaltenen β-Galaktosidase-Werte abgeglichen. Die Menge des Reportergens wird im
Folgenden als der jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in ng pro 100 µg Gesamtprotein
angegeben.
Zunächst wurde beobachtet, dass sich bei L6 Myoblasten die Reportergenexpression in
DOX-induzierten Zellkulturen reduzierte, je höher die transfizierte Menge an pcDNA6/TR im
Verhältnis zu pcDNA4/TO/lacZ war. Sie verminderte sich von 84 +/-30 ng / 100 µg Protein
(n=5) bei einem Verhältnis von 1:1 auf 17 +/-0,9 ng / 100 µg Protein bei einem Verhältnis von
6:1. Bei COS1-Zellen wurde diese Tendenz nicht beobachtet. Dennoch zeigte sich bei beiden
Zelltypen, dass sich mit zunehmendem transfizierten Überschuss an pcDNA6/TR-Plasmid die β-
Galaktosidase-Expression in nicht induzierten Zellkulturen im Verhältnis zu DOX-induzierten
Zellen verringerte. Setzt man die Werte der Expression von β-Galaktosidase in DOX-induzierten
Zellkulturen gleich 100 %, so verminderte sich in COS1-Zellen die Hintergrundexpression in
nicht induzierten Zellen von 32 % (1:1) über 20,7 % (2:1) und 21 % (4:1) auf 13 % ( 6:1) (Abb.
23 b). Bei L6 Myoblasten verringerte sich die unerwünschte Reportergenexpression bei nicht
induzierten Zellkulturen von 19,7 % (1:1) über 20,4 % (2:1) und 14 % (4:1) auf 7 % (6:1) (Abb.
23 a). Die Ergebnisse zeigen, dass eine Steigerung der Expression des tetR im Verhältnis zu
tetO-Sequenzen die Hintergrundexpression von β-Galaktosidase in nicht induzierten COS1-
Zellen und L6 Myoblasten verringert. Dies unterstützt die Vermutung, dass durch die richtige
Auswahl transgener Mauslinien, bei denen hohe tetR-Konzentrationen die Transkription des dem-87-



























































































































Nicht Ind. +DOX Induktionsfaktor
b. COS1-Zellen
Abbildung 23 a und b: Verhältnis von tetR zu tetO-Sequenzen bei der DOX-kontrollierten
Genexpression. (a) COS1-Zellen und (b) L6 Myoblasten wurden mit unterschiedlichen relativen
Mengen von pcDNA4/TO/LacZ  und  pcDNA6/TR (1:1, 1:2, 1:4 und 1:6) transfiziert. Der
Induktionsfaktor beschreibt die Steigerung der Expression nach Zugabe von DOX im Vergleich
zu nicht induzierten Zellen. (n = Anzahl durchgeführter Experimente)-88-
5.3.3  Abhängigkeit der Induzierbarkeit von der Doxyzyklinmenge
Es war zu erwarten, dass die Expression von β-Galaktosidase innerhalb des tetR/tetO-
Systems von der Menge an zugegebenen DOX abhängt. Yao et al (1998, 1999) induzierten in
ihren Experimenten die Expression des zu untersuchenden Gens durch Zugabe von 1 µg tet /ml
Zellmedium. In Experimenten sollte getestet werden, bei welchen Konzentrationen von DOX
eine optimale Induktion des Systems möglich ist. Daher wurden Versuche mit COS1-Zellen und
L6 Myoblasten durchgeführt, bei denen die kotransfizierten Zellen mit unterschiedlichen
Mengen an DOX (0,05-4,0 µg / ml Medium) induziert wurden.
Dazu wurden je 24 Kulturen von COS1-Zellen und L6 Myoblasten in 6-Well-Platten (∅
einer Kulturschale 3,4 cm) angezüchtet. Die Zellen wurden mit der HGG bei Konfluenz mit 1 µg
/ Cartridge pcDNA6/TR und 1 µg / Cartridge pcDNA4/TO/lacZ kotransfiziert. Direkt nach der
Transfektion wurden je 4 Kulturen eines Zelltyps mit 0,05 µg, 0,25 µg, 0,5 µg, 1 µg, 2 µg und 4
µg DOX / ml Zellmedium induziert. 4 Zellkulturen jedes Zelltyps wurden nicht induziert. Die
Zellen wurden nach 48 h geerntet. Die β-Galaktosidase-Konzentration im klaren Lysat wurde
mit dem Galacto Light Plus Kit (Tropix) und dem Photoluminometer Lumat LB 9501 (Berthold)
ermittelt. Zusätzlich wurde anhand eines Bradford-Assays die Gesamtproteinkonzentration im
Lysat bestimmt. Dadurch wurden Schwankungen des Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich
der erhaltenen β-Galaktosidase-Werte abgeglichen. Die Menge des Reportergens wird im
Folgenden als der jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in ng pro 100 µg Gesamtprotein
angegeben. Die vier ermittelten Werte der mit der gleichen DOX-Konzentration induzierten
Zellkulturen wurden gemittelt und die jeweilige Standardabweichung berechnet.
Bei COS1-Zellen wurde die höchste Konzentration des Reportergens bei einer DOX-
Konzentration von 0,5 µg / ml Medium gemessen (329 +/-51 ng / 100 µg Protein; n=4).
Ausgehend von einer Expression des Reportergens von 72,1 +/-10 ng / 100 µg ohne DOX-
Induktion stieg die β-Galaktosidase-Konzentration bei 0,05 und 0,25 µg DOX / ml Medium steil
an und steigerte sich nach Zugabe von mehr als 0,5 µg DOX nicht mehr (Abb. 24 a). Bei L6
Myoblasten wurde mit 84 +/- 27 ng / 100 µg Protein nach Induktion von 4 µg DOX / ml Medium
die höchste Reportergenexpression gemessen. Jedoch wurde auch bei diesem Zelltyp ein starke
Steigerung der Konzentration des Reportergens bei 0,05 µg und 0,25 µg DOX / ml Medium
beobachtet, die dann bei mehr als 0,5 µg DOX / ml Medium (63 +/- 20 ng / 100 µg Protein; n=4)
nur noch unwesentlich anstieg (Abb. 24 b).-89-
a. COS1-Zellen
b. L6 Myoblasten
Abbildung 24 a und b: Abhängikeit der induzierten Reprotergenexpression von der DOX-
Menge; Kotransfektion von (a) COS1-Zellen und (b) L6 Myoblasten mit den Konstrukten des T-
REx Kits (pcDNA6/TR und pcDNA/TO/LacZ). Nach der Transfektion wurde die Expression von
β-Galaktosidase mit unterschiedlichen Mengen von DOX induziert. Anzahl ausgewerteter
Zellkulturen = n.
In beiden Zelltypen zeigte sich, dass mit DOX-Zugaben von mehr als 0,5 µg / ml Medium
die Induktion der β-Galaktosidase-Expression nicht mehr wesentlich steigerbar war. Die
Repressorproteine wurden bei dieser Konzentration von DOX ausreichend inhibiert, so dass die
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Experimente, bei denen die Zellen mit einem molaren Verhältnis von 1,2 : 1 des
Repressorkonstruktes zu dem Operatorkonstrukt transfiziert wurden. Es ist anzunehmen, dass
eine Steigerung der Expression des Repressorproteins im Verhältnis zu Operatorsequenzen, die
zu einer Verminderung der Hintergrundexpression des Systems führt (siehe 5.3.2), die Zugabe
höherer Mengen an DOX erfordert. In den folgenden Experimenten wurde daher DOX im
Überschuss zugegeben (2,5 µg / ml Medium), um eine optimale Inhibierung des Repressors zu
erreichen.
5.4  Das tetR/tetO-System unter Verwendung des α α α α-MHC Promotors
Ein Ziel dieses Projekts ist es, dieses System der tet-gesteuerten Genexpression in den
Herzen transgener Mäuse zu etablieren. Daher wurden von Anfang an Transfektionsexperimente
mit neonatalen Kardiozyten durchgeführt. Um die Expression der Transgene auf das Herz der
Mäuse zu beschränken, wurde der ubiquitäre hCMV Promotor durch den herzspezifischen α-
MHC Promotor ersetzt. In Vorversuchen zeigte sich jedoch, dass dieser Promotor in neonatalen
Kardiozyten nicht aktiv war. Die Expression eines dem Promotor nachgeschalteten Reportergens
(lacZ) konnte in Transfektionsversuchen mit neonatalen Kardiozyten nicht detektiert werden.
Der Grund dafür ist, dass in Mäusen das schnelle α-MHC im Gegensatz zur β-Isoform dieses
Proteins adult exprimiert wird (Subramaniam et al, 1991). Da aber die Transfektion adulter
Kardiozyten nicht reproduzierbar gelang, wurden solche Zellen für weitere Untersuchungen
nicht in Betracht gezogen. Um das tetR/tetO-System unter der Kontrolle des α-MHC Promotors
in neonatalen Kardiozyten zu testen, musste die Aktivität des Promotors durch zusätzliche zell-
und molekularbiologische Intervention gesteigert werden.
5.4.1  Erhöhung der Aktivität des α-MHC Promotors mit Insulin, Trijodthyronin und/oder
Dexamethason
Für die Stimulierung des α-MHC Promotors wurden Kulturen neonataler Kardiozyten mit
dem α-MHCp/tetO/lacZ/hgh-Plasmid transfiziert und zusätzlich mit Trijodthyronin, Insulin und
Dexamethason behandelt. Von diesen Hormonen ist bekannt, dass sie u.a. die Aktivität des α-
MHC Promotors steigern (Chang et al., 1997; Haddad et al., 1996; Muangmingsuk et al., 2000).
Es wurden neonatale Kardiozyten aus den Herzen von Ratten isoliert und 0,4 x 10
6 Zellen /
ml Medium (Kulturschale: ∅ 3,4 cm) angezüchtet. In einer Serie von Experimenten wurden die
Hormone einzeln, in Kombinationen von zweien oder allen dreien direkt nach dem Ausplattieren
dem Medium zugegeben. Zu Beginn wurden Trijodthyronin, Insulin oder Dexamethason einzeln-91-
in varriierenden Mengen verwendet, um deren optimale Konzentrationen für die Stimulierung
des Promotors zu untersuchen. Ausgangspunkt für die verwendeten Konzentrationen waren die
Arbeiten von Chang et al. (1997), Haddad et al. (1996) und Muangmingsuk et al. (2000). Danach
wurden die kultivierten neonatalen Kardiozyten vor der Transfektion mit Kombinationen von
zwei oder allen drei Hormonen behandelt. Parallel wurden in jedem Experiment Kulturen
neonataler Kardiozyten nicht transfiziert oder transfiziert, aber nicht mit Hormonen behandelt
und dienten als negative Kontrolle. Nach 24 h wurden die Zellen mit 2 µg  α-
MHCp/tetO/lacZ/hgh-Plasmid mit der HGG unter optimierten Bedingungen transfiziert (Tab. 2).
Nach weiteren 24 h wurden die Zellen geerntet. Die β-Galaktosidase-Konzentration im klaren
Lysat wurde mit dem Galacto Light Plus Kit (Tropix) und dem Photoluminometer Lumat LB
9501 (Berthold) ermittelt. Zusätzlich wurde anhand eines Bradford-Assays die
Gesamtproteinkonzentration im Lysat bestimmt. Dadurch wurden Schwankungen des
Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich der erhaltenen β-Galaktosidase-Werte abgeglichen.
Die Menge des Reportergens wird im Folgenden als der jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in
ng pro 100 µg Gesamtprotein angegeben.
Zunächst wurde Trijodthyronin in Mengen von 20, 100, 200 und 300 ng / ml Medium
getestet. Die höchste Reportergenexpression wurde bei 200 ng / ml Medium ermittelt und lag bei
5 +/-0,8 ng β-Galaktosidase / 100 µg Protein (n=14). Dies war das 2,5-fache der nicht mit
Trijodthyronin behandelten neonatalen Kardiozyten (2 +/-0,6 ng / 100 µg Protein; n=8). Dann
wurde Dexamethason in Konzentrationen von 0,1 µg, 0,5 µg, 1 µg, 1,5 µg und 2 µg / ml
Medium vor der Transfektion mit dem Reportergenkonstrukt in die Zellkulturen gegeben. Dabei
wurde die höchste β-Galaktosidase-Expression bei einer Konzentration von 1 µg Dexamethason
/ ml Medium ermittelt. Sie lag mit 4,4 +/-0,18 ng / 100 µg Protein um das 2,2-fache über dem
Wert (6,1 +/-0,5 ng / 100 µg Protein; n=5) der nicht mit Hormonen behandelten Zellen. Durch
Zugabe von variierenden Mengen an Insulin (5 µg, 10 µg, 20 µg und 50 µg / ml Medium) konnte
der α-MHC Promotor nicht stimuliert werden. Es zeigte sich kein Unterschied zu neonatalen
Kardiozyten, die nicht mit Insulin behandelt wurden. In den folgenden Experimenten wurde
zunächst willkürlich eine Insulinkonzentration von 10 µg / ml Medium gewählt.
Dann wurden je zwei Hormone in das Medium gegeben. Zur Kontrolle wurden parallel
neonatale Kardiozyten nicht mit Hormonen behandelt und mit dem α-MHCp/tetO/lacZ/hgh-
Plasmid transfiziert. Nach dem Ernten dieser Zellen wurde im klaren Lysat eine Konzentration
von 2,1 +/-0,6 ng β-Galaktosidase / 100 µg Protein (n=30) gemessen. Die Zugabe von Insulin /
Dexamethason (4,9 +/-0,6 ng / 100 µg Protein; n=6) oder Insulin / Thrijodothyronin (4,8 +/-0,5
ng / 100 µg Protein; n=10) steigerte die Reportergenexpression um mehr als das Doppelte (2,3--92-
fache). Durch Zugabe von Trijodothyroinin / Dexamethason wurde die Aktivität des Promotors
um das 4-fache (8 +/-1,1 ng / 100 µg Protein; n=6) gesteigert. Die stärkste Stimulierung der
Promotoraktivität wurde jedoch in Anwesenheit aller drei Hormone erreicht. Die Aktivität
konnte im Gegensatz zu kultivierten neonatalen Kardiozyten, die nicht mit Hormonen behandelt
wurden, um das 5-fache (10,9 +/-2,19 ng / 100 µg Protein; n=11) gesteigert werden (Abb. 25).
Die Experimente zeigten, dass nach Zugabe aller drei Hormone die Aktivität des Promotors am
höchsten war. Daraus lässt sich schließen, dass sich die stimulierenden Effekte entweder
unabhängig voneinander addieren und die größte Promotoraktivität hervorrufen oder sich die
Hormone auch untereinander beeinflussen. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass Insulin nur in
Gegenwart von Trijodthyronin eine verstärkte α-MHC Promotoraktivität zur Folge hat (Haddad
et al., 1996). Dies erklärt auch, dass Insulin allein keine Wirkung auf die Promotoraktivität hatte.
Die Zugabemengen, die mit den einzelnen Hormonen ermittelt wurden (s.o.), waren nicht
mehr aussagekräftig, da sie sich wahrscheinlich auch untereinander beeinflussten. Die Hormone
mussten daher untereinander nochmals variiert werden, um eine optimale Stimulierung der
Promotoraktivität zu erreichen. Daher wurden die drei Hormone in vier verschiedenen
Mischungsverhältnissen vor der Transfektion auf neonatale Kardiozyten gegeben (Abb. 26). Für
eine optimale Aktivierung des Promotors (9,3 +/-0,5 ng / 100 µg Protein; n=5) wurden 15 µg /
ml Medium Insulin, 200 ng / ml Medium Trijodthyronin und 1,5 µg / ml Medium Dexamethason
zugegeben. Mit diesen Konzentrationen wurde eine Steigerung der Promotoraktivität um das 4,2-
fache im Vergleich zu nicht hormonbehandelten Zellen erreicht. Dieses Mischungsverhältnis
wurde für alle weiteren Experimente beibehalten.
Die erfolgreiche Stimulierung der Aktivität des α-MHC Promotors durch Zugabe von
Dexamethason, Trijodthyronin und Insulin ermöglichte es nun, das tetR/tetO-System unter
















Abbildung 25: Stimulierung des α-MHC Promotors. Steigerung der Aktivität des α-MHC
Promotors durch Insulin (I), Dexamethason (DEX) und / oder Trijodthyronin (T3) nach
Transfektion von neonatalen Kardiozyten mit α-MHCp/tetO/LacZ/hgh. Mit den Kombinationen
T3 / DEX und I / T3 / DEX wurde die Promotoraktivität im Vergleich zu nicht stimulierten
Zellen signifikant gesteigert (p<0,05). NK = Negative Kontrolle; Zellkulturen, die nicht
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Abbildung 26: Optimierung der α-MHC Promotor-Stimulierung. Transfektion von neonatalen
Kardiozyten mit α-MHC Promotor/tetO/LacZ/hgh. Steigerung der Aktivität des Promotors durch
Zugabe von Insulin (I), Dexamethason (DEX) und Trijodthyronin (T3) in verschiedenen
Konzentrationen. Als optimale Mengenkombination wurden 15 µg / ml Insulin, 200 ng / ml
Dexamethason und 2 µg / ml Trijodthyronin ermittelt. NK = Negative Kontrolle; Zellkulturen,


























5.4.2 Induktion  der  β-Galaktosidase-Expression mit Doxyzyklin nach Stimulierung des
α-MHC Promotors durch Insulin, Trijodthyronin und Dexamethason
Auf der Basis der Resultate aus den vorangegangenen Experimenten konnte jetzt die
DOX-kontrollierte Genexpression auch in neonatalen Kardiozyten unter Verwendung des
herzspezifischen α-MHC Promotors getestet werden.
Neonatale Kardiozyten wurden aus den Herzen von Ratten isoliert und 0,4 x 10
6 Zellen /
ml Medium (Kulturschale: ∅ 3,4 cm) angezüchtet. Direkt nach der Isolation der Kardiozyten
wurden die Zellen mit 15 µg / ml Medium Insulin, 200 ng / ml Medium Trijodthyronin und 1,5
µg / ml Medium Dexamethason behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen mit je 1 µg  α-
MHCp/tetR/hgh und α-MHCp/tetO/lacZ/hgh  unter Verwendung der HGG kotransfiziert
(optimierte Bedingungen: siehe Tab. 2). Parallel wurden in jedem Experiment Kulturen
neonataler Kardiozyten nicht transfiziert und dienten als negative Kontrolle. Direkt nach der
Transfektion wurde sowohl in einen Teil der hormonbehandelten als auch in einen Teil der nicht
behandelten Zellkulturen DOX (2,5 µg / ml Medium) gegeben. Die Zellen wurden nach 48 h
geerntet. Die β-Galaktosidase-Konzentration im klaren Lysat wurde mit dem Galacto Light Plus
Kit (Tropix) und dem Photoluminometer Lumat LB 9501 (Berthold) ermittelt. Zusätzlich wurde
anhand eines Bradford-Assays die Gesamtproteinkonzentration im Lysat bestimmt. Dadurch
wurden Schwankungen des Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich der erhaltenen β-
Galaktosidase-Werte abgeglichen. Die Menge des Reportergens wird im Folgenden als der
jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in ng pro 100 µg Gesamtprotein angegeben.
Bei der Auswertung der ermittelten Reportergenexpression ergab sich folgendes Bild
(Abb. 27): In den Zellkulturen, die nicht mit den Hormonen behandelt wurden, führte die
Induktion mit DOX zu fast keiner Auswirkung auf die ermittelten Reportergenmengen. Mit 7,2
+/-0,2 ng / 100 µg Protein (n=20) in nicht induzierten Zellen und 9,0 +/-0,1 ng / 100 ug Protein
(n=20) in DOX-induzierten Zellen lagen die Werte nur wenig über der Hintergrundexpression
(5,7+/-1 ng / 100 µg Protein, n=3) von nicht transfizierten neonatalen Kardiozyten. Die
Induktion der Reportergenexpression durch DOX war somit nicht möglich. Die Zellkulturen, die
mit den Hormonen behandelt worden waren, zeigten eine stimulierte α-MHC Promotoraktivität.
Durch Induktion der Zellen mit DOX wurde die Expression von β-Galaktosidase auf 15,7 +/-0,4
ng / 100 µg Protein (n=24) gesteigert. Im Vergleich zu nicht induzierten Zellen (9 +/-0,4 ng / 100
Protein; n=25) entspricht das fast einer Verdopplung der Reportergenexpression.
Die Ergebnisse dieser Experimente sind der entscheidende Beweis dafür, dass das
tetR/tetO-System in neonatalen Kardiozyten unter Einbeziehung des herzspezifischen α-MHC
Promotors funktional ist. Mit den gleichen genetischen Konstrukten, die in diesen Versuchen-95-
verwendet wurden, sollen transgene Mauslinien etabliert werden. Die Resultate erlauben den
Schluss, dass gesteuerte Transgenexpression unter Verwendung nativer Elemente des tet-
Resistenzoperons Tn10 aus E. coli in den Herzen von Mäusen möglich ist.
Abbildung 27: DOX-Induktion nach stimulierter Aktivität des α-MHC Promotors. Induktion der
Expression von β-Galaktosidase mit DOX nach der Transfektion von neonatalen Kardionzyten
mit α-MHCp/tetR/hgh und α-MHCp/tetO/lacZ/hgh. 24 Zellkulturen wurden mit Insulin (I),
Dexamethason (DEX) und Trijodthyronin (T3) behandelt, um die Aktivität des α-MHC
Promotors zu steigern. Nach der Stimulierung der Promotoraktivität wurde die DOX-induzierte
Reportergenexpression signifikant gesteigert (p<0,05). NK = Negative Kontrolle; Zellkulturen,
die nicht transfiziert und stimuliert wurden. Anzahl der Versuche = n.
5.5 Expressionsmuster  des  α α α α-MHC Promotors in transgenen Mäusen
Parallel zu den Experimenten in kultivierten Zellen wurde damit begonnen, transgene
Mauslinien zu züchten. Um das tetR/tetO-System in Mäusen zu etablieren, wurden neben
Mäusen, die herzspezifisch den tetR exprimieren, auch transgene Mäuse hergestellt, die













































NK Nicht Induziert +DOX-96-
Transgen zwei tetO-Sequenzen zwischen α-MHC Promotor und dem lacZ-Gen. Diese Mäuse
wurden dazu verwendet, das Expressionsmuster des α-MHC Promotors zu untersuchen.
Zusätzlich wurde geprüft, ob die Transgene negative Auswirkungen auf den Wirtsorganismus
haben.
Zur Untersuchung des Expressionsmusters des α-MHC Promotors wurden je zwei
transgene Mäuse aus vier verschiedenen Linien, welche das α-MHCp/tetO/lacZ/hgh-Konstrukt
enthalten (lacZ-Mäuse), getötet. Herz, Lunge, Nieren, Leber, ein Teil der Skelettmuskulatur,
Gehirn und Zunge wurden herauspräpariert und mit einer Schere zerkleinert. Zusammen mit 1
ml Lysepuffer (100 mM Kaliumphosphat ph 8,0; 1 mM Magnesiumchlorid; 0,05 mM DTT) /
100 mg Gewebe wurden die Organe homogenisiert und der Zelldebris abzentrifugiert (8000 rpm
/ 5 min). Die β-Galaktosidase-Konzentration im klaren Lysat wurde mit dem Galacto Light Plus
Kit (Tropix) und dem Photoluminometer Lumat LB 9501 (Berthold) ermittelt. Zusätzlich wurde
anhand eines Bradford-Assays die Gesamtproteinkonzentration im Lysat bestimmt. Dadurch
wurden Schwankungen des Proteingehalts im Zelllysat beim Vergleich der erhaltenen β-
Galaktosidase-Werte abgeglichen. Die Menge des Reportergens wird im Folgenden als der
jeweilige Anteil an β-Galaktosidase in ng pro 100 µg Gesamtprotein angegeben.
Zusätzlich wurden drei lacZ-Mäuse getötet und über den kannulierten linken Ventrikel mit
2 % Paraformaldehydlösung perfundiert. Die vorfixierten Organe oder Teile davon (Herz,
Lunge, Gehirn, Nieren, Leber, Zunge und Skelettmuskulatur) wurden entnommen. Nach dem
Waschen mit PBS (1x) wurden die Organe mit 0,1 % X-gal-Lösung inkubiert (12 h / 37°C) und
mit 2 % Paraformaldehyd- und 0,1 % Glutaraldehydlösung in PBS fixiert (12 h / 4°C). Dabei
färbten sich Zellen, die β-Galaktosidase exprimiert hatten, blau. Zur Kontrolle wurden auf diese
Art die Organe von zwei WT-Mäusen präpariert. Zusätzlich wurden von zwei lacZ-Mäusen
histologische Schnitte von Herz und Lunge angefertigt. Dazu wurden von den vorfixierten
Organen (s.o.) Gefrierschnitte angefertigt und mit X-gal-Lösung inkubiert (s.o.). Dabei färbten
sich Zellen, die β-Galaktosidase exprimiert hatten, blau.
Wie erwartet und in früheren Publikationen beschrieben (Subramaniam et al., 1991; Franz
et al., 1997), beschränkte sich die Aktivität des α-MHC Promotors hauptsächlich auf das Herz
der transgenen Mäuse (Abb. 28). Die Expression von β-Galaktosidase wurde sowohl in den
Ventikeln als auch in den Atria beobachtet (Abb. 29 b-d). Die Expression des Reportergens war
jedoch sehr heterogen und nicht in allen Zellen zu beobachten, wie in histologischen
Gefrierschnitten deutlich wurde (Abb. 29 e-f). Um einen quantitativen Eindruck der heterogenen
Expression von β-Galaktosidase im Herzen zu erlangen, wurden aus einer lacZ-Maus adulte
Kardiozyten isoliert und auf einer gerasterten Zellkulturschale kultiviert. Nach anschließender-97-
Inkubation mit X-gal-Lösung wurde deutlich, dass nur etwa 10 % der Kardiozyten β-
Galaktosidase exprimiert hatten (Abb. 29 g). Eine starke Expression wurde des Weiteren in den
Wänden der Lungenvenen (Vena pulmonaris) beobachtet (Abb. 29 h). Dies deckt sich mit
früheren Beobachtungen (Subramaniam et al., 1991). Eine geringe endogene β-Galaktosidase-
Aktivität, die auch bei WT Mäusen beobachtet wurde, zeigte sich in der Leber.
Die Ergebnisse bestätigen, dass mit dem α-MHC Promotor bestückte Transgene
herzspezifisch exprimiert wurden. In den untersuchten Mauslinien zeigte sich zudem eine
ausreichend starke Expression des Reportergens, die hohe Expressionsraten von anderen
Transgenen gewährleisten. Die Aktivität des Promotors in den Lungenvenen ist zu
berücksichtigen. Die Resultate dieser Versuche unterstützen die Wahl dieses Promotors für die
Verwendung in transgenen Modellen kardialer Krankheiten, wie z.B. der FHC.
Abbildung 28: Expressionsmuster des α-MHC Promotors in transgenen Mäusen. Untersucht
wurden je zwei lacZ-Mäuse aus vier Linien, die das Transgen α-MHCp/tetO/lacZ/hgh enthalten.
Die Aktivität des Promotors beschränkt sich auf das Herz. Neben etwas endogener Expression
von β-Galaktosidase in den Nieren, die auch bei WT Kontrollen gefunden wurde, zeigte sich
eine geringe Promotoraktivität auch in der Lunge. Die Werte wurden durch einen











































Abbildung 29: β-Galaktosidase-Expression in transgenen Mäusen. Expressionsmuster des α-
MHC Promotors in transgenen Mäusen, die das α-MHCp/tetO/lacZ/hgh Konstrukt enthalten
(lacZ-Mäuse). Expression von β-Galaktosidase ist an der blauen Färbung zu erkennen. (a)
Ventrale Ansicht auf das Herz einer WT-Maus als Kontrolle. (b-d) Herz einer lacZ-Maus, wobei
b. eine ventrale Ansicht, c. ein medianer Schnitt durch die Ventrikel und d. eine craniale
Aufsicht ist. (e, f) Histologische Schnitte des rechten Ventrikels (f Ausschnitt von e). (g)
Kultivierte und X-gal gefärbte adulte Kardiozyten einer lacZ-Maus. (h) Teil der Lunge einer
lacZ-Maus mit Expression von β-Galaktosidase in der Vena pulmonalis.
1 mm 2 µm
3 mm 3 mm
3 mm 3 mm
2 µm 2 mm-99-
6 Diskussion
Um zur Erforschung der pathologischen Mechanismen der FHC beizutragen sind wir an
einem Mausmodell dieser Krankheit interessiert, bei dem die Expression der FHC-
verursachenden Transgene durch ein einfach zu bedienendes externes „Signal“ (tet, bzw. dessen
Derivat DOX) steuerbar ist.
Eine bereits existierende Technik, die in diesem Zusammenhang viel versprechende
Perspektiven eröffnet, ist die tetrazyklingesteurte Genexpression, wie sie von Gossen und Bujard
(1992) entwickelt wurde. Bei diesem System wurde der Tetrazyklinreprerssor (tetR) mit einem
viralem Transaktivator der VP16-Domäne zu einem von Tetrazyklin (tet)  gesteuerten
Transkriptionsaktivator (tTA) verschmolzen. In Abwesenheit von tet (dem Induktor) bindet tTA
an  tetO und induziert damit die Expression des von dem hCMV Promotor kontrollierten
Transgens. Neben der Etablierung dieses „tet-OFF“-Systems (die Anwesenheit von tet schaltet
die Expression des betreffenden Gens ab) in kultivierten eukaryotischen Zellen wurde es
erfolgreich in transgenen Mausmodellen etabliert (Kistner et al., 1996; Redfern et al., 1999). Es
gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Verwendung des Fusionsproteins tTA in transgenen
Mäusen toxische Nebeneffekte provoziert (siehe auch Einleitung, S. 8). Ferner muss die
Transkription der Transgene durch Verabreichung von tet während der gesamten Entwicklung
(auch während der Embryogenese) inhibiert werden, was den immunologischen Status der Tiere
möglicherweise negativ beeinflusst. Da dabei zugleich hohe Gewebekonzentrationen des
Induktors entstehen, ist die Induktion der Transgenexpression durch Entzug von tet zeitlich nicht
gut steuerbar (Deutsch, U., MPI Bad Nauheim, persönliche Mitteilung).
Wir haben daher an einem „tet-ON“-System gearbeitet, das keine viralen Komponenten
enthält und auf die Zufuhr des Induktors tet mit der Anschaltung des zu prüfenden Gens reagiert.
Ein solches System existiert bereits. Es wurde jedoch bisher nur in Pflanzen (Gatz und Quail,
1988; Gatz et al. 1991; Kleinschmidt et al., 1988), dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum
(Dingermann et al., 1992) und eukaryotischen Zellen (Yao et al., 1998) eingesetzt. Dabei wurden
Elemente des nativen tet-Operons des Transposons Tn10 aus E. coli verwendet. In diesem
Operon blockiert der tetR in Abwesenheit des Induktors die Transkription eines auf tetO
folgenden Gens. Zugabe von tet induziert die Transkription des vom Repressor inhibierten Gens.
Mit diesem „tet-ON“-System können Nachteile des tTA-Systems vermieden werden. Es wurde
jedoch bisher nicht an transgenen Tieren getestet. Aufgrund des hohen Zeit- und
Kostenaufwands, der mit der Etablierung von transgenen Mauslinien verbunden ist, war das
vorrangige Ziel der hier durchgeführten Experimente die Prüfung der Frage, ob das bakterielle-100-
„tet-ON“-System in isolierten neonatalen Rattenkardiozyten funktioniert. Die Herstellung von
transgenen Mäusen sollte von den Ergebnissen abhängig gemacht werden. Es wurden deshalb in
neonatale Kardiozyten und anderen kultivierte Zellen in vitro transient transfiziert, und zwar mit
zwei Plasmiden gleichzeitig. Das eine enthielt das Gen für tetR, das zweite den tetO gefolgt von
dem lacZ-Gen. Die tet-abhängige Expression des β-gal-Gens in neonatalen Kardiozyten zu
zeigen, war besonders wichtig, da es sich bei diesem Zelltyp um die späteren Zielzellen der
Transgene in den Mäusen handelt. Mit diesen Transgenen wurde anschließend versucht, die tet-
kontrollierte Genexpression auf transgene Mäuse zu übertragen.
Der native tetR zeigte in vitro (in kultivierten Zellen) die erwartete Aktivität als Regulator
des Reportergens, in vivo (in transgenen Mäusen) dagegen nicht. Die Gründe dafür, die nur
vermutet werden können (s.u.), sind unklar. Daher konzentriert sich die Diskussion vorwiegend
auf die in vitro erhaltenen Ergebnisse.
Eine effiziente tetR/tetO-Kontrolle sollte in eukaryotischen Zellen (oder Geweben)
folgende Bedingungen erfüllen (Mills, 2001): (1) Eine präzise Regulation ohne
Hintergrundexpression des Reportergens. (2) Ein hohes Expressionsniveau des Reportergens,
bzw. des späteren „Zielgens“, um die beabsichtigte physiologische Antwort in Zellen oder
transgenen Tieren auch zu erhalten. (3) Der Induktor, in diesem Fall tet, sollte nur das „Zielgen“
regulieren, die Expression endogener Proteine nicht beeinflussen und keine toxischen
Nebenwirkungen haben und er sollte die Expression endogener Proteine nicht beeinflussen. (4)
Die Kontrolle des „Zielgens“ sollte reversibel sein. (5) Das System sollte sowohl in vitro in den
Zellen in Kultur als auch in vivo (in transgenen Tieren) funktionieren.
Bei den Untersuchungen des tetR/tetO-Systems in Zellkulturen erwies sich der Umgang
mit kultivierten neonatalen Kardiozyten im Gegensatz zu COS1-Zellen und L6 Myoblasten als
problematisch. Besonders die Transfektion der neonatalen Kardiozyten mit herkömmlichen
Methoden wie zum Beispiel mit Kalziumphosphatpräzipitation, Polyethylenimin (PEI) oder
Fugene  führte zu Ergebnissen mit hoher Schwankungsbreite bei insgesamt niedrigem
Transfektionsniveau. Als effizientes Transfektionssystem standen Adenoviren nicht zur
Verfügung, da ein dafür erforderliches S2-Labor in Bad Nauheim nicht existiert. Für die
Transfektion neonataler Kardiozyten wurde daher das Helios Gene Gun System von BioRad
gewählt. Mit diesem partikelgestützen, biolistischen Transfer von DNA konnten bei diesen
Zellen Transfektionsraten von bis zu 15 % erreicht werden (Eizema et al., 1999, 2000). Bisher
wurde dieses System vor allem für immunbiologische Fragestellungen (Fynan et al., 1993; Qiu et
al., 1996; Chen et al., 2000) und bei gentherapeuthischen Versuchen zur Verbesserung der
Wundheilung (Davidson et al. 2000; Sohn et al., 2001) benutzt. Hier wurde es als Alternative für
den Transfer von DNA in schwer zu transfizierende Zellen (neonatale Kardiozyten) benutzt.-101-
Ein Nachteil des HGG Systems sind Schwankungen der Transfektionsraten, wenn es so
benutzt wurde, wie vom Hersteller (BioRad) angegeben. Dies hängt mit der heterogenen
Verteilung der DNA/Gold-Partikel in den Cartridges zusammen und führt bei der Transfektion
zu einer ungleichmäßigen Verteilung der Goldpartikel auf den beschossenen Zellen. Deshalb
wurde das Standardprotokoll zur Herstellung der Cartridges verändert. Durch Verschließen der
Cartridges mit Parafilm (siehe Abb. 2) wurden die Verteilung der Goldpartikel nach dem
Beschuss verbessert und Verluste von Gold und DNA während der Präparation vermieden.
Aufgrund der gleichmäßigeren Verteilung und der stärkeren Beschleunigung der Gold / DNA-
Partikel auf die Zellkultur nach dem Beschuss, konnte mit drei getesteten Zelltypen eine
Vedopplung bis Vervierfachung der Transfektionsausbeute erreicht werden (COS1-Zellen: 2,5x,
L6 Myoblasten: 4,6x und neonatale Kardiozyten: 2x) (Abb. 14). Ein gewisser Nachteil dieser
Methode besteht darin, dass die Cartridges nicht gelagert werden können, da die Gold / DNA-
Partikel nach vollständigem Trocknen am Parafilm hängen bleiben. Da die Parafilm-Methode
jedoch nicht aufwendig und leicht handhabbar ist, wiegt dieser Nachteil nicht schwer.
Zu beachten ist bei der Gene Gun, dass beim Beschuss der Zellen mit DNA/Gold-Partikel
mit der Zerstörung eines (vermutlich kleinen) Teils der Zellen gerechnet werden muss.
Insgesamt überwiegen jedoch die Vorteile dieses Verfahrens: (a) Die Transfektion ist einfach zu
handhaben, leicht zu standardisieren und gut reproduzierbar. (b) Die Herstellung der DNA/Gold-
Partikel ist nicht aufwendig. (c) Der Zeitbedarf für ein Transfektionsexperiment (ca. 2 h) ist
gering (wenn man den Aufwand für die Isolierung der Plasmid-DNA nicht einrechnet). (d) Es
werden keine Fremdproteine oder Substanzen benötigt, die die kultivierten Zellen (oder
Versuchstiere) beeinträchtigen könnten. Ein weiterer Vorteil der Gene Gun ist, dass bei der
Transfektion von zwei Plasmiden - wie im Fall des tetR/tetO-Systems - Zellen beide Plasmide
mit hoher Wahrscheinlichkeit erhalten. Es kann davon ausgegangen werden, dass alle Gold-
Partikel gleichmäßig mit beiden Plasmiden beschichtet werden und damit alle transfizierten
Zellen auch tatsächlich beide Plasmide erhalten.
Bei einem in der Literatur berichteten Vergleich verschiedener Transfektionssysteme
(Gene Gun, Fugene6, DOTAP, Kalziumphosphat) mit dem Reportergen β-Galaktosidase und
einem anschließenden ELISA konnten bei neonatalen Kardiozyten mit der Gene Gun die besten
Transfektionsergebnisse erreicht werden (Eizema et al., 1999). Die Expression des Reportergens
lag dabei bis zu 50-fach höher als bei den anderen Methoden.
Die hier erreichten Ergebnisse zeigen, dass bei der Transfektion von COS1-Zellen und L6
Myoblasten die biolistische Technik mit anderen Transfektionsmethoden (z.B. Lipofektin oder
Kalziumphosphatpräzipitation) vergleichbar gut ist. Bezogen auf die Gesamtzellzahl konnten mit
der Gene Gun bei COS1-Zellen 18,5 % und L6 Myoblasten 14,6 % der Zellen erfolgreich-102-
transfiziert werden (Tab. 3). Bei der Transfektion von neonatalen Kardiozyten ist die
Transfektionseffizienz immer noch gering. Bezogen auf die Gesamtzellzahl wurden 0,54 % der
Zellen transfiziert. Betrachtet man allerdings bei der Auswertung nur solche Bereiche der
Zellkultur, in denen der Partikelstrom mit optimaler Dichte und Geschwindigkeit zu den
höchsten Transfektionraten führte, so steigert sich die Transfektionseffizienz bis auf ca. 10 % der
Zellen (Abb. 20 und Anhang 9.2). Dieser Wert übertrifft bei diesem Zelltyp andere getestete
Tranfektionsmethoden (Eizema et al., 1999, 2000 und eigene Beobachtungen). Es ist zwar
problematisch zwischen schlecht und gut transfizierten Bereichen auf einer Zellkulturschale zu
unterscheiden, weil diese Unterscheidung auf visueller Inspektion beruht und damit nicht völlig
frei von subjektiven Kriterien ist. Aber es ist nicht völlig unplausibel, Bereiche in der Schale, die
vom Partikelstrom offensichtlich nicht erreicht wurden, bei der Auswertung der Ergebnisse zu
vernachlässigen. Eine Effizienz von 10 % dürfte eine plausibel geschätzte Obergrenze des
biolistischen Transfektionssystems bei neonatalen Kardiozyten darstellen. Damit waren die
Voraussetzungen für eine Prüfung des bakteriellen tetR/tetO-Systems zunächst an kultivierten
COS1-Zellen und L6 Myoblasten sowie anschließend an neonatalen Kardiozyten geschaffen.
In den dazu durchgeführten Experimenten wurde nach der Transfektion die Expression des
Reportergens durch Zugabe von DOX induziert. Die beiden Plasmide mit dem tetR-Gen
einerseits und dem Reportergen andererseits wurden in einem stoichiometrischen Verhältnis von
1 : 1 eingesetzt. Die Aktivität der β-Galaktosidase wurde nach Induktion um das mind. 3-fache
im Vergleich zu transfizierten und nicht induzierten Zellkulturen gesteigert (Abb. 22). Dabei
zeigte sich, dass der Hintergrund an β-Galaktosidase-Aktivität, der in nicht induzierten Zellen
bis zu 50 % gemessen an der DOX-Induzierten Reportergenaktivität lag, mit einer Erhöhung der
tetR-Plasmid-Konzentration gegenüber der tetO/lacZ-Plasmid-Konzentration reduzierbar war.
Bei COS1-Zellen wurde die Hintergrundexpression bei einem stoichiometrischen Verhältnis von
6 : 1 (tetR : tetO/lacZ) auf 12,5 % und bei L6 Myoblasten auf 6,8 % im Vergleich zu DOX-
induzierten Zellkulturen reduziert (Abb. 23). Ferner wurde an COS1-Zellen und L6 Myoblasten
demonstriert, dass die Inhibition des Repressors und damit der Induktionserfolg von der
Konzentration von DOX im Medium abhängig ist. Dabei wurde mit 1 µg / ml Medium ein
Maximum der Induktion erzielt.
Die Reversibilität der Induktion wurde hier nicht getestet. Aus der Literatur ist allerdings
bekannt, dass nach Entfernung von DOX aus dem Medium die Expression eines Transgens
rückgängig gemacht werden kann. Das wurde an der reversiblen Expression von anti-HSV-1
Aktivität in Vero-Zellen demonstriert (Yoa et al., 1999).
In den bisher diskutierten Transfektionsversuchen war als Promotor der ubiquitäre hCMV
Promotor verwendet. Dieser gewährleistete zelltypunspezifisch hohe Expressionsraten und-103-
sicherte so den Nachweis der Funktion des tetR/tetO-Systems. Ein wichtiger Aspekt der
geplanten Etablierung dieses Systems in transgenen Mäusen war aber, dass seine Funktion auf
das Herz beschränkt werden sollte. Daher wurden die im weiteren Verlauf benutzten Transgene
(tetR und tetO/lacZ) mit dem herzspezifischen α-MHC Promotor ausgestattet. Mit diesem
Promotor konnten dann nur noch Versuche mit Kardiozyten durchgeführt werden. Es zeigte sich,
dass dieser Promotor allein für eine ausreichende Expression der Transgene in neonatalen
Herzmuskelzellen nicht ausreichend war (Abb. 25). In kleinen Nagetieren wie Mäuse und Ratte
wird die schnelle α-Myosin Isoform vorwiegend postnatal im adulten Herzen exprimiert
(Subramaniam et al., 1991). Es könnte sein, dass der α-MHC Promoter in dem
Entwicklungsstadium, aus dem die hier benutzten Kardiozyten stammen, nur eingeschränkt aktiv
ist. Um die mit dem α-MHC Promotor ausgestatteten Gene dennoch in diesen Zellen zu testen,
wurde geprüft, ob seine Aktivität durch Zugabe von Dexamethason (Dex), Insulin (I) und
Trijodthyronin (T3) gesteigert werden kann.
Dexamethason ist eine Glukokortikoid, das unter anderem bei der Behandlung von
bronchopulmonarer Dysplasie bei Neugeborenen eingesetzt wird (Cummings et al., 1989). Schon
vor längerer Zeit wurde beobachtet, dass eine Therapie mit Dex in Neugeborenen mit
hypertrophischer Kardiomyopathie assoziiert sein kann (Werner et al., 1992). Von diesem
Pharmakon ist bekannt, dass es die Aktivität des α-MHC Promotors stimuliert (Clark et al.,
1986; Kurowski et al., 1990; Czerwinski et al., 1991; Della Bruna et al., 1995).
Trijodthyronin beeinflusst die α-MHC Promotoraktivität indirekt über ein vermutlich
komplexes System von Thyroidhormon-Rezeptoren, weiteren nuklearen Rezeptoren und cis-
regulatorischen Elementen in der DNA, die bei kleinen Nagetieren gemeinsam einerseits die β-
MHC Expression postnatal vermindern und andererseits die Transkription des α-MHC Gens
verstärken (Flink und Morkin, 1990; Glass und Holloway, 1990; Rottman et al., 1990; Rosen et
al., 1991; Thompson et al., 1991; Edwards et al., 1994).
Insulin hat hingegen nur in Gegenwart von T3 eine verstärkte α-MHC Promotor Aktivität
zur Folge. In transgenen Ratten mit einer Thyroidhormon-Insuffizienz und Diabetes wurde
gezeigt, dass die höchsten Expressionsraten von α-MHC nach Zugabe von exogenem T3 und I
beobachtet wurden (Haddad et al., 1996). T3 oder I allein hatten hingegen keine Auswirkung auf
die α-Myosinexpression.
Hier wurden alle drei Hormone gemeinsam, getrennt oder in wechselnden Kombinationen
in ihrer Wirkung auf die Aktivität des α-MHC Promotors getestet (Abb. 25). Nach der Isolierung
der Zellen wurden sie direkt mit T3, I und Dex ausplattiert. Nach einem Tag wurden die Zellen
mit den Komponenten des tetR/tetO-Systems transfiziert und mit DOX induziert. Es zeigte sich,-104-
dass allein nur Dex die Aktivität des Promotors um das 1,8-fache steigerte. T3 oder I hatten
einzeln keine Auswirkung auf die Promotoraktivität. Erst als beide Substanzen gemeinsam in das
Medium gegeben wurden, war eine Verdopplung der Promotoraktivität im Vergleich zu nicht
stimulierten neonatalen Kardiozyten feststellbar, was sich mit den aus der Literatur bekannten
Beobachtungen deckt (s.o.). Durch Zugabe von I + Dex konnte die Aktivität des α-MHC
Promotors nicht mehr gesteigert werden als durch Dex allein. Daraus lässt sich schließen, dass
die Aktivitätssteigerung in diesem Fall wahrscheinlich nur auf Dex zurückzuführen ist. Die
höchste Steigerung der Promotoraktivität wurde beobachtet, als T3 + Dex (4-fach) oder I +T3
+Dex gleichzeitig in das Medium gegeben wurden (5-fach). Die Werte für die beobachteten
Stimulierungen schwanken stark, insbesondere die nach Zugabe von T3 + Dex und von I + T3 +
Dex erhaltenen. Die Unterschiede zwischen den letzteren beiden Kombinationen sind statistisch
nicht signifikant. In den weiteren Versuchen wurde jedoch die Dreierkombination verwendet, da
die höchsten Mittelwerte in 11 Versuchen mit diesen erhalten wurden.
Die gesteigerte Aktivität des Promotors reichte aus, um ausreichende Transgenexpression
zu induzieren und die kontrollierte Genexpression anschließend durch die Zugabe von DOX zu
demonstrieren. Die Reprotergenexpression wurde dabei durch Zugabe des Induktors (DOX)
verdoppelt (Abb. 27).
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass das tetR/tetO-System unter Kontrolle des α-MHC
Promotors erfolgreich funktioniert. Damit war ein entscheidendes Argument dafür erhalten
worden, dass - jedenfalls im Prinzip - die tet-regulierte Transgensteuerung in der  „tet-ON“-
Version in Mäusen möglich sein sollte.
Zur Überprüfung dieser Annahme wurden in weiteren Versuchen drei Arten transgener
Mauslinien etabliert: (a) transgene Mäuse, die nur das tetR-Konstrukt (α-MHCp/tetR/hgh, im
folgenden tetR-Mäuse genannt) enthielten. Diese Mäuse sollten nur tetR unter Kontrolle des α-
MHC Promotors exprimieren. (b) Parallel dazu wurden transgene Mäuse etabliert, die als
Reporter das Gen für β-Galaktosidase, ebenfalls versehen mit dem α-MHC Promotor (α-
MHCp/tetO/lacZ/hgh, im folgenden „lacZ-Mäuse“ genannt), enthielten. Das Transgen zur
Expression von β-Galaktosidase enthält dabei zwei tetO-Sequenzen zwischen dem α-MHC
Promotor und dem lacZ-Gen. (c) Durch Kotransfektion des tetR-Konstruktes (α-
MHCp/tetR/hgh) und des tetO/lacZ-Konstruktes (α-MHCp/tetO/lacZ/hgh) wurden transgene
Mäuse erzeugt, die das komplette tetR/tetO-System enthielten (im folgenden tetR/O-lacZ Mäuse
genannt). Alternative zur Kotransfektion wurden doppelt transgenen Mäuse durch Kreuzung von
tetR- und lacZ-Mäusen gezüchtet.-105-
Mäuse aus verschiedenen etablierten Linien hatten ein normales Körpergewicht und
zeigten kein verändertes Trink- oder Fressverhalten. Paarungen zur Weiterzucht verliefen bei
normalen Wurfgrößen problemlos. Bei den untersuchten Organen wurden keine anatomischen
Veränderungen zwischen transgenen und Wildtypmäusen festgestellt. Daraus wird – mit
Vorbehalt – geschlossen, dass Transgene keinen Einfluss auf den Phänotyp hatten. Diese
Schlussfolgerung bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.
In vier lacZ-Mauslinien wurde zunächst die Aktivität des transgenen α-MHC Promotors
untersucht. Wie erwartet beschränkte sich die Expression des Reportergens lacZ auf das kardiale
System (Abb. 28). Es zeigte sich jedoch, dass nicht alle Zellen β-Galaktosidase exprimierten. Bei
X-gal-Färbungen von Herzen und histologischen Schnitten des Herzens zeigten deutlich weniger
als die Hälfte der Herzzellen blaue Färbung. In Experimenten, deren Durchführung im Rahmen
dieser Arbeit nicht näher beschrieben wird, wurden aus einer lacZ-Maus adulte Kardiozyten
isoliert und kultiviert. Nach der Inkubation der Zellen mit X-gal zeigten nur etwa 10 % der
Kardiozyten Reportergenaktivität (Blaufärbung) (Abb. 29 g).
Bis jetzt gibt es (in der Literatur) keine Hinweise darauf, dass mit den nativen Elementen
des tet-Operons eine extern kontrollierte Transgenexpression in Tieren etabliert werden kann.
Die Entscheidung, ein künstliches Fusionsprotein (tTA) (Gossen und Bujard, 1992) anstelle der
nativen Elemente des tet-Operons auf Tn10  aus E. coli  in transgenen Mausmodellen zu
verwenden, war damit begründet worden, dass eine für eine Genkontrolle (Repression)
ausreichend hohe Expression des nativen tetR nicht für möglich gehalten wurde (Gossen et al.,
1993; und pers. Mitteilung).
Gegen diese Vermutung sprachen zunächst die hier beschriebenen Resultate an
Rattenkardiozyten in vitro, dann aber auch Ergebnisse aus der Literatur, nach denen in einem
Wundheilungsmodell am Schwein der bakterielle tetR die erwartete Funktion als Genregulator
hatte (Yao et al., 1998). Bei den tetR/lacZ-Mäusen konnte eine entsprechende, DOX-abhängige
Expression des lacZ-Gens nicht nachgewiesen werden. Bei acht untersuchten Mäusen, die
sämtlich sowohl das tetR-Gen wie auch das lacZ-Gen enthielten, wurden sowohl bei den nicht
induzierten wie bei DOX-induzierten Mäusen (jeweils 4 wurden getestet) ähnlich hohe ß-
Galactosidasewerte im Herzmuskel nachgewiesen. (Die Zahl der Kopien der tetR-Gene und der
ß-gal-Gene war in diesen Versuchen nicht bestimmt worden.)
Eine naheliegende Erklärung für das negative Ergebnis könnte eine nicht ausreichende
Konzentration an tetR-Molekülen in den Herzmuskelzellen der transgenen Tiere sein. Ein
Nachweis von tetR-Protein im Westernblot und in der Immunhistochemie mit Hilfe
kommerzieller Antikörper wurde versucht, führte aber zu keinem Ergebnis. Dass die tetR--106-
Konzentration eine kritische Größe ist, war ja in den in vitro Transfektionsversuchen mit COS1-
Zellen und L6 Myoblasten eindeutig gezeigt worden (Abb. 23).
Eine zu niedrige Konzentration könnte theoretisch auf verschiedene Umstände
zurückgeführt werden. Erstens könnte vermutet werden, dass der murine α-MHC Promoter in
der vorliegenden Transgenkonstruktion weniger aktiv ist als der endogene physiologische α-
ΜΗC   Promoter. Ein zweites, verwandtes Argument bezieht sich auf die unbekannten
Integrationsorte der tetR-Transgene im Genom der transgenen Mäuse. Die Rate der
Transkriptionsinitiation könnte von einem für effiziente Transkription unvorteilhaften
Integrationsort negativ beeinflusst sein. Eine hohe Genkopienzahl könnte den Mangel
kompensieren, aber das ist keineswegs sicher. Drittens schließlich ist nicht auszuschließen, dass
nicht die Transkription, sondern die Translation der kritische Engpass bei der Expression des
Transgens ist. Das benutzte tetR-Gen ist bakterieller Herkunft und hat eine von eukaryotischen
Genen abweichende Codonnutzung. Dass diese ein kritischer Faktor bei der Expression
prokaryotischer Gene in eukaryotischen Organismen sein kann, ist bekannt. So war ein lac-
Repressor aus E. coli in Mäusen erst nach Anpassung an eukaryotische Codon-Häufigkeiten
exprimierbar, wie an der Regulation eines Tyrosinase-Gens als Reporter gezeigt wurde (Cronin
et al. 2001).
Eine unzureichende Transkriptionsrate des tetR-Gens wurde bisher nicht bündig
ausgeschlossen. Entsprechende Experimente zum Nachweis der tetR mRNA sind z.Z. noch in
Bearbeitung. Ein genetisches "remodelling" mit dem Ziel einer Anpassung der Codonnutzung
des tetR-Gens an eukaryotische Regeln scheint gleichwohl in hohem Maße plausibel. Es wurde
deshalb (von Dr. Sakthivel im Bad Nauheimer Labor) eine Angleichung des tetR-Gens an seine
eukaryotische Codon-Umgebung durchgeführt (nach Maßgabe von Wells et al., 1999). Ein
entsprechend verändertes tetR-Gen wurde inzwischen in doppelt transient transfizierten
Kardiozyten positiv getestet (Dr. Sakthivel, pers. Mitteilung). Mit einem neuen
Injektionsversuch in Mäuse-Oozyten (Zygoten) wurde inzwischen ein erster Schritt zu neuen,
modifizierten tetR-Mäusen unternommen. Ergebnisse dazu werden in einigen Monaten erwartet.
Obgleich transgene Mausmodelle der FHC wichtige Erkenntnisse über Ursachen und
Symptome dieser Herzkrankheit erbrachten, gibt es noch kein vollständiges Bild der
Pathogenese dieser Krankheit. In einer neuen Veröffentlichung über Tiermodelle von
kardiovaskulären Krankheiten wird festgestellt, „es ist demütigend zu erkennen, dass wir
vorhaben, ein komplexes physiologisches System zu beschreiben ohne über ein komplettes
Verständnis oder ausreichende Kenntnis der Identität der beteiligten ‚Mitspieler‘ zu verfügen“
(Dalloz et al., 2001). Es ist bis zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig geklärt, ob eine Mutation in
einem der kardialen Gene zu einem Mangel an intaktem Protein führt und durch-107-
Haploinsuffizienz zum Krankheitsverlauf beiträgt oder ob „poison polypeptide“-Mechanismen
verantwortlich sind, bei denen ein fehlerhaftes Protein exprimiert wird und nach Einbau in das
Sarkomer zu Funktionsdefiziten führt.
In der Folge von Beeinträchtigungen des kontraktilen Apparates im Herzen führen
Mutationen in kardialen Genen sekundär möglicherweise über einen gestörten Kalziumhaushalt
(Seidman et al., 2001) zu den typischen Symptomen der hypertrophischen Kardiomyopathie. Die
Hypertrophie ist vermutlich eine Kompensationsreaktion der Zellen zum Ausgleich leichter
Leistungsdefizite bei der Kontraktion (Vosberg et al., 1998a). Die bekannten zytologischen und
sonstigen Veränderungen im Myokard scheinen sich dabei erst sekundär zu entwickeln, wie u.a.
aus dem protrahierten Verlauf dieser Krankheit geschlossen werden kann. Neue Arbeiten (Blair
et al., 2001; Gollob et al., 2001) legen ferner die Vermutung nahe, dass die Symptome der FHC
auf einen gestörten ATP-Haushalt der Zellen zurückzuführen sind.
Ein konditionales System, bei dem ein FHC-verursachendes Transgen gezielt von außen
an- und ausgeschaltet werden kann, eröffnet neue Perspektiven für die Erforschung der
Pathogenese der FHC. So wurde bereits an einem in vivo-Modell am Rattenherz gezeigt, dass
mit dem tTA-System die Expression eines Reportergens (Luciferase) durch tet induziert wird
(Fishman et al., 1994). Sollte es gelingen, ein mutiertes α-MHC Gen in transgenen Mäusen
kontrolliert zu exprimieren und damit FHC-typische Veränderungen zu induzieren, könnten auch
altersabhängige Effekte auf die Entwicklung von FHC-Phänotypen analysiert werden.
Ein über diese Arbeit hinausgehendes Ziel ist die Erforschung pathologischer
Mechanismen von Mutationen im β-Myosin, von denen bekannt ist, dass sie in Menschen zu
hypertrophischer Kardiomyopathie führen. Analog zum β-Myosin im Menschen wird in Mäusen
die α-Myosin Isoform (92 % Sequenzübereinstimmung) adult exprimiert (Subramaniam et al.,
1991; Rindt et al., 1995; Knotts et al., 1994). Daher wurde ein Transgen konstruiert, welches für
die murine α-Myosin schwere Kette kodiert und die Mutation ∆E927 enthält. Die Mutation führt
analog im β-Myosin in einer indischen Familie zu einer malignen Variante der familiären Form
der Hypertrophischen Kardiomyopathie (Waldmüller et al., 1999; Sakthivel et al., 2001). Das
mutierte murine α-Myosin soll im transgenen Modell durch ein externes Signal (tet) in
seinerTranskriptionsaktivität gesteuert werden, und zwar so, dass mit dem Signal das Gen
angeschaltet wird. Experimente in Mäusen mit den schon klonierten α-MHC cDNAs (siehe 5.1.2
und 5.1.3) werden begonnen, sobald das tetR/tetO-System unter Verwendung des Reportergens
β-Galaktosidase in trangenen Mäusen etabliert und erprobt wurden.
Die Steuerbarkeit eines FHC-verursachenden α-MHC Transgens in Mäusen würde eine
ganze Reihe von experimentellen Möglichkeiten eröffnen, die das Wissen über die-108-
pathogenetischen Mechanismen der Krankheit erweitern. Entscheidend ist, dass man z.B. durch
nicht invasive Untersuchungsmethoden (Echokardiographie oder NMR) physiologische und
anatomische Daten in einem Tier vor und nach der Induktion von FHC gewinnen kann. Wenn
die Induktion der Transgenexpression zuverlässig reversibel ist (was zu zeigen sein wird), könnte
man deren Expression stoppen und untersuchen, inwieweit eine Regression der FHC eintritt.
Dass pathogenetische Prozesse, wie sie bei FHC vermutet werden, angehalten werden können,
wurde unlängst an einem transgenen Mausmodell der FHC gezeigt, bei dem eine Inhibierung
von Kalzineurin, einer kalziumregulierten Phosphatase, durch Zyklosporin zu einer Rückbildung
einer hypertrophischen Kardiomyopathie führte (Lim et al., 2000). Die hier beschriebenen
Versuche könnten helfen, Methoden auszuarbeiten, die erstens die Kenntnisse über
pathologische Prozesse erweitern, und zweitens Wege zur therapeutischen Kontrolle dieser
Prozesse aufzeigen.-109-
7 Zusammenfassung
Ausgangspunkt dieser Doktorarbeit ist die dominant erbliche hypertrophische
Kardiomyopathie, eine Herzkrankheit, die mit Funktionseinschränkungen des Myokards und
einem relativ hohen Risiko für einen plötzliche Herztod assoziiert ist. Als Ursachen wurden ca.
160 Mutationen in bisher zehn verschiedenen Genen nachgewiesen, die - mit einer möglichen
Ausnahme - für Proteine des kardialen Sarkomers kodieren. Am häufigsten betroffen sind das
ventrikelspezifische β-Myosin (schwere Kette) sowie das kardiale Myosin-Bindungsprotein C.
Ein in Bad Nauheim initiiertes Projekt hat zum Ziel, die Wirkungen einer Mikrodeletion im β-
Myosingen (Deletion des Codons 927, ∆E927) auf die Struktur und Arbeitsweise des Herzens in
transgenen Mäusen zu untersuchen.
Es ist bei diesem Projekt beabsichtigt, die Expression des mutierten Myosin-Transgens so
zu steuern, dass es nicht unkontrolliert dauernd (konstitutiv), sondern zeitlich kontrolliert
(induzierbar) im Herzen exprimiert wird. Als Induktionssystem der Wahl ist dabei das bakterielle
Tetrazyklinrepressor-System vorgesehen. Dieses besteht aus dem Repressor tetR, einer DNA-
Repressor-Bindungssequenz tetO und einem von außen zugeführten Induktor (Tetrazyklin, tet,
oder Doxyzyklin, DOX, einem tet-Derivat). Da dieses Regulationssystem vor dem aufwändigen
Einsatz an transgenen Mäusen zunächst in vitro an Zellkulturen zu testen war, wurden für die
transiente Transfektion von Zellen in Kultur zwei Plasmide (mit jeweils zwei verschiedenen
Promotoren, also insgesamt vier Plasmide) hergestellt. Ein Plasmid enthielt den Repressor und
das zweite die tetO-Sequenz mit einem nachgeschalteten Reportergen (lacZ für β-Galactosidase).
Die beiden Promotoren waren der ubiquitäre virale CMV-Promotor (hCMV-Promotor) einerseits
und der herz- und mäusespezifische α-Myosin-Promotor (α-MHC Promotor) andererseits.
Getestet wurde die Regulierbarkeit des Reportergens in transient transfizierten COS1-Zellen, L6
Myoblasten sowie an neonatalen Kardiozyten von Ratten. Für die Kotransfektion von jeweils
einem Paar der Plasmide (mit dem tetR-Gen, bzw. dem tetO/lacZ-Gen) wurde ein modifiziertes
und in dieser Arbeit optimiertes ballistisches System (Gene Gun von BioRad) benutzt. Die
Versuchsanordnung bestand aus Anzüchtung der Zellen, Transfektion, Induktion und Nachweis
des Reporterenzyms. Mit dem hCMV-Promotor wurde in allen drei getesteten Zelltypen eine von
DOX abhängige Expression der β-Galaktosidase nachgewiesen. Mit dem α-MHC Promotor, der
wegen seiner Herzspezifität nur an kardialen Rattenmyozyten getestet werden konnte, waren in
der Standardversuchsanordnung (nach DOX Induktion) nur sehr geringe Mengen an β-
Galaktosidase nachweisbar. Um die Regulierbarkeit des lacZ-Gens eindeutig zu demonstrieren,-110-
wurden als Stimulatoren des α-MHC Promotors die Hormone Trijodthyronin, Insulin und
Dexamethason einzeln und in Kombination verwendet. Die höchste Stimulierung (ca. 5-fach)
wurde mit einer Kombination aller drei Hormone erreicht. In dieser Anordnung wurde damit
gezeigt, dass das binäre tetR/tetO-System  in vitro nach Induktion auch mit dem α-MHC
Promotor funktioniert.
Mit diesem Resultat war - im Prinzip - der Weg für Experimente mit transgenen Mäu-sen
vorgegeben. In Transgen-Linien mit Einzeltransgenen (entweder mit dem tetR-Gen oder dem
lacZ-Gen, beide unter Kontrolle des α-MHC Promotors, letzteres zusätzlich mit der tetO-
Sequenz für den Repressor) wurde die herzspezifische Expression der β-Galaktosidase eindeutig
nachgewiesen, nicht jedoch die des tet-Repressors. Die Gründe dafür können gegenwärtig nur
vermutet werden. Die Zahl der Genkopien könnte unzureichend gewesen sein. Da es sich um ein
bakterielles Gen handelt, könnte auch eine ungünstige Codon-Verwendung einer effizienten
Expression entgegenstehen. Zur Klärung dieser Umstände sind weitere Versuche (die nicht mehr
Gegenstand dieser Doktorarbeit sind) inzwischen initiiert worden.
Das hier in Zellkultur getestete Regelsystem wird als tetON-System charakterisiert, bei
dem das Transgen, dessen Expression kontrolliert werden soll (jetzt das Gen für β-Galktosidase,
später ein mutiertes ventrikelspezifisches Myosingen), erst nach Zugabe des Induktors
(Doxyzyklin, bei Mäusen im Trinkwasser) aktiviert wird. Damit unterscheidet sich dieses
System von vielfach benutzten tetOFF-Systemen. Diese bestehen aus einem hybriden Protein,
das aus zwei verschiedenen Struktur/Funktionsdomänen besteht: der tet-Bindungsdomäne des
bakteriellen tet-Repressors und einem viralen ubiquitären Transkriptionsaktivator (das
Hybridprotein hat die Bezeichnung tTA). Die zu regulierenden Zielgene enthalten die tetO-
Sequenz. Bindung von tet an tTA führt zur Dissoziation des tTA/tetO-Komplexes und damit zur
Deaktivierung des Zielgens. Entzug von tet erlaubt die Bindung von tTA an den Promotor des
Zielgens und ermöglicht damit dessen Transkription. Dieses System, dessen Funktionalität an
Modellversuchen nachgewiesen wurde, hat gleichwohl Nachteile. Diese sind erstens auf eine
gewisse Toxizität des Transkriptionsaktivators tTA und zweitens auf negative Wirkungen in
Verbindung mit der Dauerzufuhr von Tetrazyklin (zur Unterdrückung der Expression des
Zielgens) zurückzuführen. Da ein in der Literatur auch beschriebenes tTA-basiertes tetON-
System als nicht ausreichend berichtet wird, erscheint der Aufwand für die Herstellung eines
einfachen (nicht-viralen) und ggf. genetisch modifizierten tetON-Systems für die Anwendung an
Mäusen sinnvoll und notwendig.-111-
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9   Anhang
9.1  Sequenzen verwendeter Oligonukleotide
In der folgenden Tabelle sind die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten
Oligonukleotide aufgelistet. Dabei befindet sich in der ersten Spalte die laborinterne Nummer
des Primers, gefolgt von der Sequenz und in der letzten Spalte das betreffende Gen, dem der
jeweilige Primer zugeordnet werden kann.
Primer-Nr.:      Sequenz                                                                        Gen     
932 5‘-ttt ttt ttt ttt ttt ttt Oligo-dT
1457 5‘-ggt cat gca tgc ctg gaa tcc hgh
1641 5‘-ttc cct cag cag gtc aca gtc atg α-MHC
1641F 5‘-ttc cct cag cag gtc aca gtc atg α-MHC
1644R 5‘-ctc atg gct aca ctc ttc tct ac α-MHC
1645F 5‘-cgg tgg aga gca gac act gtt tg α-MHC
1648R 5‘-ttc cag ctg tgg tcc aca ttc ttc α-MHC
1681 5‘-ggg caa ttc att gat agc agg aaa α-MHC
1687 5‘-aac acc agc cta atc aac cag aag α-MHC
1709 5‘-aag ctt att cct cgt cgt gca tct tct tgg cac caa tgt c α-MHC
1731 5‘ gat gac cga gag gct gga cga gga gga gat g α-MHC
1732 5‘ c atc tcc tcc tcg tcc agc ctc tcg gtc atc α-MHC
1740 Sal I 5‘-gtc gac gca tgt cta gat tag ata aaa gta tetR
1740a 5‘-gct cga cgc ctt agc cat tga g tetR
1741 Hind III 5‘-aag ctt aat aag atc tga att cc tetR
1741a 5‘-ctg gct ctg cac ctt ggt gat tetR
1756 5‘-cag gca ctt tac atg gag tcc tg lacZ
1762 5‘-gtc gac tca aac tct tat ggg gga lacZ
1763 Sal I 5‘-gtc gac cca tgg ggg gtt ctc atc atc atc lacZ
1764 5‘-gac tgt tac cca tcg cgt ggg cgt att c lacZ
1765 5‘-tat ttg ccc gat gta cgc gcg cgt g lacZ
1766a Hind III 5‘-aag ctt att ttt gac acc aga cca act ggt a lacZ
1793 5‘-ggcgca ggt agc aga gcg ggt aa lacZ
1794 Nde I 5‘-cat atg gga tgg gat ata aag ggg ctg gat ccc tat
cag tga tag aga tct ccc tat cag tga tag aga gca ctg
aga gct gtc aga gat ttc tetO-121-
1884 5‘-ggg aca cga cct tgg cct taa c α-MHC Promotor
1885 5‘-cat cgt aac cgt gca tct gcc lacZ-122-
9.2  Ausgezählte Rasterplatten von transfizierten Zellkulturen
Gezeigt werden je drei Kulturen von (a) L6 Myoblasten, (b) COS1-Zellen und (c)
neonatalen Kardiozyten, die mit dem Kontrollplasmid pSV-β-gal unter Verwendung der HGG
transfiziert wurden. Die Zellen wurden nach zwei Tagen mit X-gal gefärbt. Die blauen Zellen
(Expression von β-Galaktosidase) in jedem der Rasterfelder (RF) der Platten wurden gezählt.
Die Intesität der Blaufärbung entspricht einer bestimmten Spanne gezählter blauer Zellen / RF.
a. Myoblasten
Zellen: Myoblasten
Well 9 012 >400 Zellen
DNA: pSV ß-gal 02 191 2 2 1 3 6 4 5 301-400 Zellen
Ratio: 0026 1 1 5 4 36 16 36 20 201-300 Zellen
DNA (ug): 2 104 1 0 1 1 196 154 158 111 47 36 11 101-200 Zellen
AU: 0,5 05 5 5 189 458 510 356 399 210 145 45 10 0 1-100 Zellen
91 46 1 2 6 3 2 5 2 5 6 1 9 9 298 156 489 284 196 9
Druck: 400 01 3 2 2 5 6 1 9 6 2 5 4 1 5 6 1 4 51 25 33 6 5 4 8 9 154 65 14
Abstand: 3,5 01 5 2 3 4 8 1 6 5 4 5 9 1 7 0 6 519 9 3 9 5 3 4 5 369 198 26
Medium: Weymouth 01 3 4 9 9 7 1 0 1 3 6 5 1 2 3 1 20 145 478 369 256 169 58
Zellen/Feld: 1000 93 37 8 2 6 5 2 5 4 4 5 8 58 12 0 98 498 156 84
12 39 6 1 6 3 2 1 0 2 3 6 3 6 5 236 369 455 369 123 56
Gesamt: 20382 02 18 7 1 5 6 1 2 3 1 5 6 3 5 6 231 288 236 158 36
Felder: 159 32 65 120 92 76 96 145 189 159 89
Durchschnitt: 128,19 36 21 32 123 36 55 26




Well 10 89 189 269 >400 Zellen
DNA: pSV ß-gal 69 89 189 366 299 165 99 301-400 Zellen
Ratio: 198 254 365 512 369 499 396 169 56 201-300 Zellen
DNA (ug): 2 64 258 365 26 1 12 254 511 258 145 1 101-200 Zellen
AU: 0,5 54 196 369 458 64 0 42 156 365 299 178 26 12 1-100 Zellen
66 154 264 596 66 0 55 84 266 376 256 145 36
Druck: 350 19 25 59 265 369 123 1 0 0 399 164 396 276 159 64
Abstand: 3,5 16 20 40 165 278 91 12 1 0 0 199 455 354 135 34
Medium: Weymounth 09 6 6 1 0 1 2 2 2 2 5 42 5 0 6 9326 432 509 369 145 56
Zellen/Feld: 1000 02 53 6 1 6 6 1 9 4 2 6 6 1 9 9 264 545 365 410 261 36
00 4 0 5 6 156 276 369 259 364 263 297 264 99
Gesamt: 25441 03 6 1 1 2 1 4 5 1 6 6 1 9 6 154 254 245 196 164
Felder: 156 10 23 96 10 26 125 134 87 26





Well 11 130 140 121 >400 Zellen
DNA: pSV ß-gal 26 46 136 178 169 284 297 301-400 Zellen
Ratio: 26 33 52 142 99 168 199 264 394 201-300 Zellen
DNA (ug): 2 11 05 6 1 0 1 2 9 4 3 5 4 388 154 0 52 365 265 101-200 Zellen
AU: 0,5 76 69 7 1 6 9 2 2 2 4 5 8 1 5 8 123 0 0 248 298 264 1-100 Zellen
56 88 193 157 456 265 194 86 0 0 12 364 235
Druck: 350 02 3 3 3 9 4 1 4 6 3 9 4 5 6 1 5 6 9 165 69 96 78 125 69 32
Abstand: 3,5 01 1 6 2 7 194 365 485 456 601 264 584 297 265 297 96
Medium: Weymouth 01 2 8 1 3 6 2 9 7 1 8 6 2 91 358 481 297 397 587 394 294 169
Zellen/Feld: 1000 35 1 9 3 5 9 7 165 132 97 168 596 294 297 194
019 1 1 2 5 6 6 9 145 294 296 290 210 186
Gesamt: 23519 02121 2 3 2 6 6 5 36 64 59 73







Well 1 012 >400 Zellen
DNA: pSV ß-gal 11 21 45 36 21 36 45 301-400 Zellen
Ratio: 01 2 5 6 5 7 9 9 1 0488 16 36 20 201-300 Zellen
DNA (ug): 2 12 5 5 8 4 9 7 16819715436925447 36 11 101-200 Zellen
AU: 0,5 14 15426736545851045839921039715468 12 1-100 Zellen
9 264 397 394 325 354 394 469 459 489 284 196 26
Druck: 350 01 3 1 9 7 26439759715614512 53 59748929765 14
Abstand: 4 01 5 1 4 7 297387604170 1 0 99 566345369198 26
Medium: 10 % F BS 01 3 1 7 8 123398674268 0 9 145478369256169 58
Zellen/Feld: 1000 91 9 7 168265497458 58 12 3 98 49815684
11 7 8 178269210236365497369455369196169
Gesamt: 32290 02 1 1 7 5 2 5 4 2 64 397 356231288236297197
Felder: 159 32 65 254348264297266257297168
Durchschnitt: 20 3,08 136136145211197175166




Well 1 68 74 66 >400 Zellen
DNA: pSV ß-gal 87 97 145297341197124 301-400 Zellen
Ratio: 278197168264487548269197145 201-300 Zellen
DNA (ug): 2 397335241275 0 189297698397297178 101-200 Zellen
AU: 0,5 158387247154 0 0 99 555587487394112103 1-100 Zellen
111222 297 0 0 12 25 598 664 365 297 222178
Druck: 350 54 18829739448739429739754735427116448 56 0
Abstand: 4 23 99 27948739725426426936426426416415425 0
Medium: 10 % F BS 10 44 19724134826416417813618917816817424
Zellen/Feld: 1000 54 86 136 34 12422229712316616515516734
36 16 28 26 36 89 187164206356248394 98
Gesamt: 27272 0083 6 1 2 2 3 3 66 69 74 15 5
Felder: 157 0 17410162 4 1 0
Durchschnitt: 17 3,71 0000000




Well 1 48 41 35 >400 Zellen
DNA: pSV ß-gal 178164 69 58 21 33 24 301-400 Zellen
Ratio: 47 87 245348248145264164 97 201-300 Zellen
DNA (ug): 2 46 164164394369597124451245 46 13 101-200 Zellen
AU: 0,5 03 5 2 4 8 2 3 4487 14 364247469168 64 34 21 1-100 Zellen
64 146 364 587 458 16 75 0 264 254 136 66 12
Druck: 350 15 99 133497234 0 0 1 0 26464824545 23 0
Abstand: 4 25 164264245164 0 14 10 0 16499 11134 11 0
Medium: 10 % F BS 64 211245348225241 0 1 24514564 78 54 20
Zellen/Feld: 1000 164245145164197 97 4 26 64 2 4 7 3
13033334626439726414514 2 2 6 6 0
Gesamt: 21930 26436429736426624897 26 1 3 0
Felder: 156 24526429719716444 36 0 0
Durchschnitt: 14 0,58 134136 71 36 6 0 0





Well 9 001 >20 Zellen
DNA: pSV-ß-gal 1372641 16-20 Zellen
Ra tio: 1325799322 11-15 Zellen
DNA  (ug): 2 22 1 1 78 1 5 1 6 7332 6-10 Zellen
AU: 0,5 121 4 10 10 14 20 12 15 8 7 4 1 1-5 Zellen
51 751 481 9 2 51 91 52 8 4 1
Druck: 450 05 1 6 10 12 21 0 1 2 26 15 4 5 0 1
Abstand: 4,5 000 1 2 2 2 6300 2 6 83111
Medium:5% FC S 0004 1 6 2 6 055 32 14 6 2 1 1
Zellen/Feld: 1500 006 1 4 1 02 62 21 41 91 5 7 2 0
018 1 1 1 42 22 52 0 9 8 0 0 0
Gesam t: 1047 176 1 9 1 41 0 3 7 0 0






Well 8 001 >20 Zellen
DNA: pSV-ß-gal 1372641 16-20 Zellen
Ra tio: 1325733322 11-15 Zellen
DNA  (ug): 2 21 1 1 01 91 31 51 8 1 3 3 2 6-10 Zellen
AU: 0,5 178 2 0 3 52 02 62 91 88 7 4 1 1-5 Zellen
572 5 30 5 0 32 35 29 2 0 0 1
Druck: 450 01 4 2 5 3 350 02 5 20 22 3 0 001
Abstand: 4,5 01 2 2 0 3 60 03 1 6 3 0 713111
Medium:5% FC S 01 5 1 4 4 03 91 65 04 4 5 9 4 6 2 1 1
Zellen/Feld: 1500 11 16 22 30 41 30 48 9 7 4 1 2 0
10 20 10 2 7 22 12 15 10 1 0 0 0
Gesam t: 1523 13 1 4 19 22 23 11 3 0 0 0






Well 8 000 >20 Zellen
DNA: pSV-ß-gal 2022632 16-20 Zellen
Ra tio: 051096 1 6 1 0 690 11-15 Zellen
DNA  (ug): 2 0990 1 4 1 1 20 8 2 7 1 6-10 Zellen
AU: 0,5 009 1 2 2 31 92 93 33 61 51 41 0 0 1-5 Zellen
001 1 33 20 33 23 9 33 41 33 16 2
Druck: 450 00 1 4 19 22 10 5 0 0 25 23 19 11 5 1
Abstand: 4,5 01 1 0 26 14 000 1 1 2 8 2 6 1 0 540
Medium:5% FC S 089 2 7 3 32 0 0 2 22 33 320 16 14 6 0
Zellen/Feld: 1500 61 1 1 24 43 62 12 51 61 22 3 9 1 2 2
152 3 1 1 81 52 01 92 21 1 5 0 0
Gesam t: 1653 08 1 2 20 12 26 12 11 0 0 0







pSPORT 1: In diesem Plasmid erhielten wir ein Teilfragment des α-MHC Gens der
Maus vom RZPD Berlin.
pBS II sk+: pBluescript II sk(+/-); für die Klonierung der kompletten cDNA-Sequenz
des α-MHC der Maus, des tetR und des β-Galaktosidase-Reportergens.-126-
pCR-Blunt TOPO II: Für die schnelle Klonierung von PCR-Produkten (aus dem Zero Blunt

TOPO
 PCR Cloning Kit, Invitrogen).
pcDNA6/TR: Ein Plasmid (6662 bp), das angetrieben von dem hCMV-Promotor tetR
exprimiert (T-REx System, Invitrogen).-127-
pcDNA4/TO: Ein Plasmid (5078 bp), das angetrieben durch den hCMV-Promotor, zwei
hintereinander liegende tetO-Sequenzen und eine multiple cloning site
(MCS) enthält, in die Gene von Interesse integriert werden können (T-
REx System, Invitrogen).
pcDNA/TO/lacZ: Dieses Plasmid (8224 bp) enthält auf der Basis von pcDNA4/TO die
Sequenz der β-Galaktosidase (T-REx System, Invitrogen).-128-
pTrc99C: Für die Expression des tetR in E.coli (Amann et al., 1988).
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